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Sección I. Introducción
1) Introducción a la problemática 
  
 Los camélidos sudamericanos (CS) son una riqueza pecuaria de las poblaciones andinas, 
que garantizan entre muchas cosas, su seguridad alimentaria. Son fuente de fibra (vestimenta), 
carne (proteína), fertilizantes (excremento) y trabajo (medio de carga y transporte), lo cual los 
vuelve indispensables para la subsistencia de un amplio sector de la población andina. Los cinco 
países donde se concentra la mayor población natural de estas especies son: Argentina, Bolivia, 
Chile, Ecuador y Perú. La carne, tanto de llama como de alpaca, posee un consumo bajísimo en 
los centros urbanos, pese a sus extraordinarias cualidades nutritivas, como lo son el bajo 
porcentaje de colesterol y grasa, y un nivel de proteínas muy alto en relación con el contenido 
graso. Estas características la vuelven adecuada para los perfiles nutricionales de las sociedades 
modernas [1]. 
 Tal como se describe más adelante en esta misma sección, se trata de un grupo de 
especies conformado por llamas (Lama glama), alpacas (Lama pacos), guanacos (Lama 
guanicoe) y vicuñas (Vicugna vicugna). Estas especies habitan como fauna autóctona en casi toda 
la extensión de la Cordillera de los Andes, desde la Patagonia argentino-chilena, hasta el Alto 
Perú. En Argentina, la principal especie doméstica es la llama, la cual tiene como hábitat natural el 
noroeste argentino (NOA), que incluye –entre otras– a las provincias de Jujuy, Salta y Catamarca. 
En relación con los riesgos sanitarios a los que los CS están expuestos dentro de esa región, hay 
trabajos hechos por organizaciones nacionales (SENASA, INTA) e Internacionales (FAO), en los 
que se analiza, por medio de búsqueda directa e indirecta, la presencia de agentes infecciosos 
(AI) en CS. El conocimiento disponible acerca del estatus sanitario de los CS argentinos, se centra 
particularmente alrededor de especímenes localizados en el NOA, una región con características 
bastante peculiares: se trata de un territorio de suelo árido/semiárido cuya altura puede llegar a los 
4.000 metros sobre el nivel del mar. Estas condiciones desfavorecen el crecimiento de muchos 
microorganismos patógenos. A su vez, poco es el conocimiento sanitario que se tiene de llamas 
que se crían fuera de esta región y mucho menos de guanacos, cuyo muestreo –al ser salvajes– 
implica una dificultad muchas veces insuperable. 
 Durante las últimas décadas, y posiblemente como consecuencia de la moda, la cría, 
comercialización y el aprovechamiento de las llamas han crecido de manera sostenida en nuestro 
territorio, y en el mundo también. Prácticamente en todas las provincias de la Argentina se crían 
llamas, ya sea tanto para su uso como animales de compañía, como para el aprovechamiento de 
la fibra. Esta situación obliga a redefinir el estatus sanitario de los animales en función de los 
lugares a los que se los traslada, tanto más en la medida en que las nuevas regiones difieren en 
las condiciones climáticas y ambientales en general, en relación con las regiones de origen de 
estas especies animales. Así, sucede que las poblaciones de llamas criadas en provincias 
distintas a aquellas de las cuales son originarias, como Buenos Aires, tienen tasas de muerte 
súbita y perinatal que superan las tasas de las regiones originarias. En muchos de estos hábitats 
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adoptivos estas tasas de muerte peri y neonatal elevadas no tienen causas claras, pudiendo 
deberse –por ejemplo– a la ocurrencia de infecciones crónicas por bacterias, virus y/o parásitos. 
1.A) Importancia del análisis sanitario 
 La cría de cualquier especie de ganado debe ir aparejada a un adecuado control sanitario. 
Dicho control se compone en buena medida por herramientas de diagnóstico de enfermedades 
infecciosas, específicas para cada especie animal, acompañadas de estrategias de 
inmunoprofilaxis, seguimiento y control. Sin estas cualidades, el control es deficitario, y las buenas 
prácticas de cría pasan a depender de conocimientos basados en otras formas de ganado [2]. 
 Durante las últimas décadas el incremento sostenido en la cría, consumo y 
comercialización de especies no tradicionales –también conocidas como “exóticas”– como las 
llamas, fue acompañado de un control sanitario deficiente o directamente nulo. Esta situación se 
fue agravando dado que el aumento en la cría se propagó a regiones donde los CS no son fauna 
autóctona, con la consecuente exposición a nuevos agentes infecciosos y a nuevas presiones 
ambientales [1]. 
 Muchos factores pueden determinar un cambio en la incidencia de las enfermedades 
infecciosas, que van desde los factores económicos y climáticos, hasta los microbiológicos. La 
interacción cercana entre humano/ganado y animales salvajes aumenta la frecuencia de 
infecciones zoonóticas. Por otra parte, el desforestado de los bosques y el traslado de animales o 
de sus productos, son factores que implican un gran riesgo de introducción de enfermedades en 
una nueva región. El cambio climático afecta la incidencia de enfermedades, ya sea como 
consecuencia de las modificaciones en los terrenos usados en las prácticas de producción animal, 
o como efecto derivado de la alteración en la distribución de los animales que hacen de 
reservorios, o de la distribución de los insectos vectores. Esta situación se hace evidente, por 
ejemplo, en el aumento de la distribución geográfica de los murciélagos –los cuales son reservorio 
del virus de la rabia–, que trasladan consigo el riesgo sanitario de contagio de dicha enfermedad a 
nuevas regiones. La evolución de los agentes patógenos puede ocurrir en consonancia con dichos 
cambios ambientales, aunque no necesariamente se trate de procesos evidentes, ya que podrían 
ocurrir en especies de animales pobremente monitoreadas. La evolución microbiana también 
puede afectar la detección por los métodos establecidos de diagnóstico [3]. 
 La incidencia de muchas enfermedades infecciosas endémicas cambia por motivos 
desconocidos. El aumento de la información de prevalencia de AI en las distintas especies 
animales susceptibles, podría conducir a dilucidar cuáles son estos motivos. La vida salvaje puede 
tener un papel importante en la epidemiología de enfermedades de rumiantes pequeños y 
humanos, funcionando como fuente de enfermedades por intermedio de varias rutas de 
transmisión. En este contexto, ampliar los reportes sanitarios en especies pobremente 
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monitoreadas, implica no solo una contribución al conocimiento sanitario de la propia especie, si 
no que facilita la integración del conocimiento para arribar a un mapa epidemiológico más 
completo para cada uno de los AI [3]. 
 La aparición y el esparcimiento de nuevas enfermedades son parcialmente atribuidos a 
cambios en el ecosistema, sea por motivos naturales o por intervención humana. Por ejemplo, 
existe una asociación bien documentada entre la introducción de enfermedades en regiones 
originalmente no afectadas, y la desforestación [3]. Asimismo, el movimiento de animales o sus 
productos han sido reportados como eventos asociados con un riesgo significativo de aparición o 
diseminación de enfermedades [4]. Concretamente, poblaciones de animales naive para un 
patógeno específico, autóctonas de una región, pueden verse afectadas por el movimiento de 
animales exóticos infectados. A su vez, la interacción entre especies domésticas y salvajes puede 
resultar en un riesgo de brotes de enfermedades, de las cuales la paratuberculosis es un 
excelente ejemplo, en tanto se trata de una enteritis crónica que afecta a los rumiantes y tiene 
distribución mundial. Se trata de una enfermedad causada por Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis [5], y se sabe que los animales salvajes pueden contribuir al mantenimiento de la 
infección en el ganado. En este sentido, se ha estudiado su presencia en alces (Alces alces), 
ciervo rojo, arruí o carnero de Berbería (Ammotragus lervia), gamo común o europeo (Dama 
dama), corzo (Capreolus capreolus), reno (Rangifer tarandus), habiéndose encontrado en todas 
estas especies. Esta enfermedad infecciosa ha sido descripta también en animales salvajes no 
rumiantes, como en chanchos salvajes (Sus scrofa), conejos, roedores, zorros, tejones, 
marsupiales, mofeta rayada (Mephitis mephitis) y varias especies de aves en Noruega, España, 
República Checa, Reino Unido, Austria y Grecia [6, 7]. De este modo, la paratuberculosis 
constituye un ejemplo claro de cómo las especies salvajes pueden contribuir a la infección 
sistemática de animales domésticos. 
 En el contexto hasta aquí descripto, resulta de particular interés para la investigación en 
inmunología veterinaria, la supuesta resistencia de los camellos a numerosos microorganismos 
patógenos [8]. Es posible que por carácter transitivo, aquellas peculiaridades epidemiológicas 
(pobremente documentadas) se hayan considerado extensivas al resto de los camélidos –y entre 
ellos, a los CS–, lo que quizás explique la confianza de las autoridades sanitarias a la hora de 
analizar el estatus sanitario de estas especies en nuestro territorio. En relación con esta creencia 
acerca de la resistencia a las infecciones, Abbas [9] en un trabajo de revisión, menciona ciertos 
aspectos regulatorios inexistentes y necesarios en el control sanitario de camellos africanos. En 
dicho trabajo se menciona que la creencia de que los camélidos son resistentes a todos los AI, se 
debe en parte a un subreporte sanitario de enfermedades, y expone que para algunos AI el 
conjunto de especies de camélidos en realidad se muestra especialmente susceptible, como por 
ejemplo la paratuberculosis mencionada antes (también conocida como “Enfermedad de Johne”), 
la enterotoxemia clostridial y la brucelosis. En ese mismo trabajo se indica que los camellos 
pueden ser infectados por especies del género Brucella (abortus y mellitensis) y que el contacto 
entre camellos y pequeños rumiantes –como cabras y ovejas– aumenta la transmisión de 
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brucelosis a los camellos [10, 11]. A su vez, la epidemiología de brucelosis en camellos de Arabia 
Saudita es especialmente relevante, considerando el alto consumo de leche de camellos, por la 
importación de animales de lugares con mayor prevalencia de Brucella spp. y por el traslado no 
controlado de animales entre las fronteras de ese país. En este sentido, Abbas divide los países 
que tienen camellos en dos categorías: a) aquellos donde los camellos son criados por pastores 
nómades o agro-pastores (Chad, Etiopía, Kenia, Libia, Nigeria, Somalía, Sudán y Túnez); y b) 
aquellos donde los camellos están controlados y en contacto cercano con otras formas de ganado 
(países de la antigua U.R.S.S. e Irán). En el primer grupo de países la prevalencia de brucelosis 
es baja. En el segundo, donde también se consumen los productos derivados de los camellos, la 
seroprevalencia de brucelosis es alta. Este es un ejemplo documentado en la familia Camelidae 
en el cual se evidencia cómo las distintas condiciones de cría influyen en la prevalencia de un 
agente infeccioso, y cuáles son las acciones que favorecen el mantenimiento de una enfermedad. 
1.B) Situación sanitaria en Argentina 
 En general, en nuestro territorio, no se han reportado muchas enfermedades infecciosas 
bacterianas, que sí resultan ser altamente prevalentes en CS de otros países. En particular, en 
países como Perú, se han descripto la fiebre de las alpacas, necrobacilosis, enterotoxemia y 
diarreas bacilares a Escherichia coli [12]. Los motivos para la baja incidencia reportada en nuestro 
país pueden ser: a) una morbilidad genuinamente baja, por ejemplo como consecuencia de las 
particularidades ecológicas del hábitat de los camélidos de nuestro país; en este sentido, es 
necesario resaltar que las condiciones de semiaridez y aridez de la mayor parte del altiplano 
argentino (región de la cual provienen los reportes que constituyen el grueso del conocimiento 
sanitario disponible acerca de estas especies en nuestro territorio) no permiten el desarrollo ni la 
morbilidad de ciertas enfermedades que sí se dan en otros países criadores de CS [1, 13]; b) un 
sub-reporte de las enfermedades infecciosas como consecuencia de la falta de estrategias de 
control sanitario específicas para llamas que se movilizan del NOA argentino a otras provincias; y 
por último, c) muchos de los análisis serológicos realizados, utilizan reactivos diseñados para 
otras especies, con lo cual la interpretación de resultados es controvertida (Tabla I.8: 
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis). 
 Existen pocos trabajos publicados en revistas científicas sobre diagnósticos, casos clínicos 
y resultados de estudios epidemiológicos específicos de infecciones bacterianas en CS 
argentinos, aunque sí hay trabajos centrados en infecciones virales. En contraposición, sí existen 
muchos trabajos realizados sobre este tema en camellos y en alpacas. A su vez, no existen en 
Argentina ensayos de laboratorio serológicos específicos comerciales para CS, motivo por el cual 
se obra en función de la bibliografía internacional sobre el tema (que no esta centrada en llamas) y 
en muchos casos se utilizan técnicas y estrategias que se aplican en el ganado bovino. En este 
sentido, en muchos casos se usan directamente reactivos de detección diseñados 
específicamente para bovinos, aunque existan profundas diferencias en relación con sus sistemas 
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inmunes (SI). Esto explica en buena medida que durante el trabajo de Tesis que aquí se describe 
se haya abordado como objetivo parcial –tal como se detalla en la sección correspondiente– el 
desarrollo de reactivos de detección serológicos específicos de CS, en particular, anticuerpos 
monoclonales (AcMo) dirigidos contra los distintos isotipos y subisotipos de inmunoglobulinas (Ig) 
de CS. Estos anticuerpos permitieron caracterizar las respuestas inmunes específicas ante 
distintos AI en función del isotipo, lo cual brindó información sobre el papel que tiene cada uno de 
ellos en las respuestas analizadas.  
 En relación con las acciones concretas en el plano de la inmunoprofilaxis, los pocos 
ejemplos de control en Argentina se limitan a la vacunación contra infecciones clostridiales y a las 
desparasitaciones no sistemáticas, fundamentalmente contra sarna [1]. Estas medidas han 
resultado en una efectividad aceptable en llamas del Altiplano, pero la ahora común situación de 
cría fuera de esta región, obliga a una profundización en los conocimientos acerca de cómo 
alcanzar un estado de inmunidad específica frente a microorganismos infecciosos, en particular 
frente a aquellos prevalentes y relevantes del ganado en general. En este sentido, las autoridades 
sanitarias y los criadores de los CS han obrado de modo esencialmente intuitivo, ya que las 
estrategias de control sanitario que se han aplicado en CS son aquellas que han sido 
históricamente desarrolladas para las formas de ganadería económicamente dominantes, en 
particular para el ganado bovino. No obstante, se trata de estrategias ineficientes, pues ciertas 
enfermedades infecciosas demostradas específicamente en CS en otros países y que afectan al 
ganado bovino en Argentina –originando pérdidas económicas considerables– no han sido tenidas 
en cuenta a la hora de diseñar políticas sanitarias para los CS de nuestro país. Esta suma de 
hechos invalida la capacidad potencial de los criadores nacionales para exportar animales en pie, 
deteriorando el interés comercial que podría tener la especie y poniendo en evidencia una brecha 
significativa entre lo que se hace y lo que debiera hacerse en materia de salud animal.  
 En particular, dos ejemplos claros de esta situación son el de la enfermedad de Johne, y el 
de la pasteurelosis. La Enfermedad de Johne, causada por Micobacterium avium ssp. 
paratuberculosis, pertenece al Grupo I de enfermedades bacterianas de CS de acuerdo con el 
informe de la oficina internacional epizootias (OIE, hoy en día organización mundial de salud 
animal) [14]. Este documento señala que se identificó al agente causal [15a], que no hay pruebas 
serológicas disponibles a nivel mundial, y que el método de prevención de la diseminación es la 
eliminación de animales positivos por cultivo. En camellos la incidencia de seropositividad ha sido 
registrada alcanzando valores tan altos como un 40% [16]. En cuanto a las otras especies de 
camélidos, la bacteria ha sido aislada en guanacos de Tierra del Fuego [15b], en alpacas [15c, 
15d, 15 e] y en dromedarios [15 f]. Ademas de haber sido detectada en guanacos argentinos, se 
sabe que la bacteria es prevalente en bovinos y en el ganado en general de nuestro territorio.  
 En relación con la pasteurelosis (enfermedad que produce la llamada “septicemia 
hemorrágica”), se trata de una enfermedad producida por la infección por Pasteurella multocida y/
o Mannheimia haemolytica. Se trata de una enfermedad que pertenece al Grupo III de 
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enfermedades bacterianas de CS, según el reporte de la OIE citado en el párrafo anterior. El 
agente causal de la pasteurelosis ha sido debidamente identificado [17], no hay pruebas 
serológicas comerciales disponibles, y en camellos la incidencia de seropositividad reportada 
alcanza valores tan altos como un 65-85% [16]. Aunque existe cierta controversia sobre la 
susceptibilidad y la etiología, existen reportes de neumonía en alpacas de Perú producto de la 
infección por estos patógenos oportunistas [18, 19]. En estos casos, la infección por los patógenos 
mencionados se engloba dentro de lo que se conoce como “Enfermedad Respiratoria Bovina 
(ERB)”, que es producida por serotipos diferentes de pasteurella. La incidencia de esta infección 
oportunista es elevada en el ganado bovino argentino [20, 21]. 
 En el contexto de la situación sanitaria de los CS en la Argentina, tal como se la ha 
descripto en los párrafos anteriores, se hace cada vez más manifiesta la necesidad de ampliar los 
trabajos específicos sobre enfermedades infecciosas relevantes de esta clase de ganado en 
nuestro territorio. 
1.C) Particularidades del análisis serológico y del sistema inmune de los camélidos 
 El SI de los camélidos tiene características únicas, en particular por la presencia de 
anticuerpos (Ac) que solo tienen cadena pesada (denominados por este motivo Heavy Chain 
Antibodies –HCAbs–), también conocidos como “no convencionales”, pertenecientes a los 
subisotipos IgG2 e IgG3. Estas inmunoglobulinas (Ig) resultan “no convencionales” tanto por su 
estructura, como por su comportamiento inmunológico. Su aparición no es consecuencia de un 
switch de isotipo (a partir del isotipo IgM), de modo que la cinética temporal con la que aparecen 
durante las respuestas humorales es hasta ahora desconocida. No obstante, a priori, se cree que 
aparecen tempranamente ante un estímulo primario, sin necesidad de que los linfocitos que los 
producen hayan entrado en contacto previamente con los antígenos. En relación con sus 
propiedades estructurales, se ha descripto su capacidad para reconocer epitopes químicamente 
distintos a aquellos reconocidos por su contraparte “convencional” (IgG1 e IgM) [22]. Las 
implicancias de los HCAbs en la inmunidad son poco conocidas y, en consecuencia, se ignora el 
rol que cumplen durante los procesos infecciosos, durante la respuesta a antígenos vacunales y 
se ignora también su posible utilidad para el diagnóstico inmunoserológico de enfermedades 
infecciosas o patologías del propio SI. 
 El análisis serológico (estudio genéricamente denominado “inmunoserología”) implica la 
determinación de anticuerpos reactivos específicos contra patógenos y/o contra inmunógenos 
usados en vacunación, mediante técnicas que suelen ser fotométricas, como es el caso de la 
técnica de ELISA, que es la más usada en este trabajo. La presencia de Ac se traduce en una 
señal numérica, valor de densidad óptica (D. O.), que se debe interpretar analíticamente, y luego 
clínicamente. 
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 La interpretación analítica consiste en identificar qué valores numéricos se consideran 
positivos para la presencia de Ac específicos, y qué valores no. La forma habitual de trabajo es 
clasificar los valores en función de un valor de corte, que generalmente se define con criterios 
estadísticos. Para ello, se considera una población de muestras clínicamente negativas y se hace 
la determinación en cuestión, de modo de obtener una D. O. para cada muestra. Luego, se asume 
que la distribución de las D. O. obtenidas es normal, de modo de poder calcular un valor medio (Ẋ) 
e intervalos de confianza. La cota superior de ese intervalo –construido generalmente sumando a 
la media uno, dos o tres desvíos estándar (D. E.)– es el llamado “valor de corte” (en inglés, cut 
off). Así, ese “valor de corte” constituye el valor a partir del cual se consideran positivas las 
determinaciones de las muestras en estudio. La elección definitiva del valor de corte se define en 
función de lo que se desea privilegiar: valores de corte bajos privilegian la sensibilidad en 
detrimento de la especificidad (por ejemplo, Ẋ + 2 x D. E.), y valores de corte altos privilegian la 
especificidad por sobre la sensibilidad (por ejemplo, Ẋ + 3 x D. E.). La elección y validación 
propiamente dicha se deben realizar en función de muestras clínicamente positivas –empleadas 
como controles– para poder determinar un valor de corte óptimo en función de lo que se desea 
privilegiar (especificidad o sensibilidad).  
 Por su parte, la interpretación clínica se basa en conocer las implicancias clínicas de la 
presencia de Ac específicos, en relación con el contacto microbiano, infección activa, resuelta, etc. 
Los Ac son marcadores indirectos del contacto del organismo con los antígenos (Ag) microbianos, 
y la utilidad clínica de su determinación depende del conocimiento del comportamiento 
inmunológico de la especie animal en estudio, en relación con las características biológicas del 
patógeno y de sus marcadores antigénicos (especificidad, reactividad cruzada, respuesta inmune 
humoral/celular y en el tiempo, tipo de Ag). 
 Con esto, resulta evidente que la validación de cualquier metodología –y la serología no es 
la excepción– requiere contar con controles negativos y positivos. Es decir, en este caso, es 
necesario contar con muestras de suero de animales de los cuales se sepa que estuvieron 
infectados (controles positivos) y animales que se sepa que no lo han estado (controles 
negativos). La clasificación de una muestra en uno u otro grupo debe depender de una o más 
técnicas de referencia, que por lo general implica el cultivo microbiano y/o la observación directa 
de los microorganismos en muestras biológicas.  
 El caso de los CS resulta especial, en tanto toda la información requerida –tal como ha 
sido descripto en los párrafos anteriores– no está disponible y no puede extrapolarse a partir de lo 
que sucede en otras especies de animales, dada las profundas diferencias que presentan en 
relación al SI. Por lo tanto, la validación y cualquier estudio serológico que se realice en CS debe 
validarse en el contexto de los propios CS. En este sentido, la mayoría de los estudios de 
seroprevalencia hechos en CS, no cuenta con información clínica a priori de los animales, ni 
tampoco están especificados en la bibliografía los valores de referencia de Ac de animales 
positivos y negativos para distintos patógenos, motivo por el cual no se pueden generar valores de 
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corte por el método antes expuesto. Así, los valores de Ac publicados en la mayoría de los 
reportes reflejan el estatus inmune de los animales (en el mejor de los casos, que sería cuando se 
usan reactivos específicos), pero para asociar estos valores con una verdadera exposición 
microbiana, se debe demostrar que los animales cuya serología es positiva efectivamente son 
positivos mediante una técnica de referencia, como la búsqueda directa del patógeno.   
 Para superar esta falta de información y material de referencia, algunos autores suponen 
que los animales están efectivamente expuestos, simplemente por habitar una zona en que el 
patógeno es endémico, método que parecería ser –al menos– arriesgado. Por otro lado, en 
algunos estudios se utilizan sueros positivos y negativos de otras especies animales, una decisión 
que es discutible en un sentido general y, en el caso de los CS, puede ser aun más incorrecta, 
dado que estos animales tienen un SI que difiere al del resto de los mamíferos, y cuyo perfil de 
respuesta de Ac podría ser sustancialmente diferente. Independientemente de la crítica que pueda 
hacerse a estas estrategias experimentales, hay una falencia metodológica mayor que subyace en 
una gran cantidad de reportes científicos sobre CS: con mucha frecuencia, la falta de reactivos 
específicos para CS se subsana empleando reactivos diseñados para otras especies 
(generalmente bovinos). No obstante, la sola presencia de HCAbs –una propiedad particular de 
los CS– impide la aplicación de reactivos que reconocen Ig de otras especies, pues 
probablemente conduzcan a una subestimación de la cantidad total de Ac en CS. Más grave aún 
es que los estudios de similitud de secuencia de Ig, muestran que las Ig de CS son más parecidas 
a las humanas que a la de bovinos [8], que es la especie para la cual se tiene la mayor cantidad 
de reactivos específicos, y son los que usualmente se usan para detectar Ig de CS. 
2) Antecedentes 
2.A) Características generales de la explotación de camélidos en Argentina 
2.A.1) Explotación de camélidos domésticos en Argentina 
 El grupo de especies que conforman los CS se compone de variantes domésticas (llamas y 
alpacas) y salvajes (guanacos y vicuñas). En la Argentina, las especies domésticas están 
representadas mayoritariamente por la llama, y en mucho menor medida por las alpacas. Las 
llamas de nuestro país cuentan con características especiales que las diferencian de aquellas de 
otros países, ya que poseen muy buena aptitud para la producción de fibra y carne [23], 
cualidades habitualmente atribuidas a las alpacas –sobre todo la producción de fibra–. La 
población estable de llamas argentinas es de unas 135.000 cabezas [24]. 
 La gran mayoría de los criadores de llamas son pequeños productores que poseen en 
promedio tropas de no más de 100 animales, y también pueden contar con ovejas, vacas y 
cabras. Una minoría de criadores de llamas de Argentina son productores con una estructura 
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económica significativa. La explotación ocurre esencialmente en el Altiplano (Jujuy, Salta y 
Catamarca) y fuera de este (Córdoba, La pampa, Rio Negro, San Luis, Entre Ríos y Buenos Aires) 
[1]. 
 En relación con el consumo de carne, la poca información disponible indica –en forma 
aproximada– que en nuestro territorio se consumen entre 50 y 70 toneladas de carne por año. 
Esta cifra depende de la región, siendo Jujuy la provincia con mayor producción anual. No es 
posible realizar un análisis de la fibra que se procesa de forma no industrial –es decir, en 
empresas familiares y con carácter artesanal– en tanto no hay forma de recolectar la información 
correspondiente [1]. 
 La faena se realiza por lo general en la propia estancia del productor y de allí se 
comercializa como carne fresca. No obstante, han aparecido algunas alternativas potenciales, 
como la instalación de mataderos que pueden ser autorizados por SENASA para una faena 
controlada, aunque estas alternativas no han sido debidamente concretadas o no tienen el 
alcance suficiente. De acuerdo con los escasos datos que se tienen, se relevó un incremento 
global del consumo de carne de llama entre 1995 (980 kg) y 2003 (6819 Kg), aunque se 
desconoce la proporción anual y regional de dichos números totales. Los mercados primarios más 
relevantes para la carne de llama del Altiplano están radicados en La Quiaca y Abra Pampa 
(Jujuy), en San Antonio de los Cobres (Salta), y en Antofagasta de la Sierra (Catamarca). En 
segunda instancia, la carne llega a San Salvador de Jujuy (Jujuy), Salta, Belén y Andalgalá 
(Catamarca), donde la comercialización de la carne ocurre en carnicerías especializadas o 
puestos de mercados municipales con igual especialización. El problema radica en la venta 
informal en lugares abnegados [1]. 
 La faena de llamas y la comercialización de sus derivados cárnicos no tienen una 
legislación contundente. Si bien existen frigoríficos habilitados, los mismos cuentan con un aval 
únicamente provincial, y está vedada la posibilidad del tránsito de carnes de una provincia a otra. 
Este marco regulatorio obliga a las distintas provincias a que, para poder aprovechar la especie 
para la obtención de carne, deban criarla en el propio territorio. En términos históricos, la 
comercialización y consumo de carne de llama en Argentina se encontraba limitada a la provincia 
de Jujuy. Si bien la legislación contemplaba en el pasado el tránsito Federal, la carencia de 
frigoríficos habilitados (Tipo A) no permitía cubrir las demandas reales del producto a otras 
provincias como la Ciudad Autónoma de Buenos Aires o Córdoba, que hubieran constituido 
grandes centros de consumo [25]. Las leyes de bromatología e inspección de productos no 
incluían la carne de camélidos directamente, pero lo hacían de una forma tangencial. Solamente y 
por decreto presidencial, se incluyó en el 1999 a la carne de llama en la Ley Federal de Carnes 
que permitía, por lo tanto, su obtención en establecimientos faenadores con autorización para 
tránsito federal, lo cual facilitaba el acceso a las grandes ciudades (Buenos Aires, Córdoba, 
Rosario, La Plata) y su eventual exportación [1]. 
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 En cuanto a la cría y explotación de las llamas, se definen dos sistemas de producción, 
denominados “fibra-carne” y “carne-fibra”, en función de cuál es el producto más importante. En la 
actualidad, se agregan algunos sistemas que incluyen la venta de reproductores y/o animales para 
valor escénico, categoría que ha sido reivindicada en las juras y competencias ganaderas de los 
últimos años. En estos momentos el sistema “fibra-carne” es el más importante en la región, 
debido al alto precio de la fibra y a las facilidades para la comercialización. También se usan, por 
su gran docilidad, como animales de compañía y mascotas para zooterapia. En este sentido, hay 
buenas experiencias en casos de niños autistas y ancianos.   
 La segunda especie de camélido doméstico que se encuentra en nuestro país, aunque 
minoritaria, es la alpaca, cuya cantidad total asciende a 400 ejemplares en todo el territorio 
argentino [23]. La procedencia de estos animales en general es Perú, y se crían 
fundamentalmente por su fibra, en tanto muchos autores dicen que es de superior calidad que la 
fibra de las llamas. No obstante, algunos autores afirman que esa superioridad no es absoluta, y 
que algunos buenos ejemplares de llama pueden superar en calidad de fibra a las alpacas. 
2.A.2) Explotación de camélidos salvajes en Argentina 
 El grupo de los camélidos sudamericanos salvajes está conformado por la vicuña y el 
guanaco. La vicuña habita en el NOA, y los registros disponibles indican que hay 
aproximadamente 33000 ejemplares [26]. La vicuña es una especie protegida y cuenta con 
estabilidad territorial. A diferencia, el guanaco austral migra en función de los cambios climáticos 
estacionales, hecho que se cree que está asociado con una capacidad extraordinaria de 
adaptación. Esta característica –la enorme capacidad del guanaco para adaptarse– se refleja en 
la extensión de su distribución, con un número total de cabezas que asciende hasta 600000 [27]. 
En palabras de Egey, la explotación de las especies silvestres –como la vicuña y el guanaco– 
resulta compleja, pues: 
“ […] las especies silvestres son un recurso faunístico de propiedad de los 
estados provinciales, con una situación legal compleja para su explotación 
debido a su naturaleza pública y al hecho de estar sujetos a control por el 
riesgo de su supervivencia y conservación” (Egey, 2000) [23]. 
 Así, el aprovechamiento y la comercialización del guanaco tienen restricciones y 
regulaciones especificadas en el Apéndice II de la Convención sobre el Comercio Internacional de 
Especies Amenazadas de Flora y Fauna (CITES). El primer avance en esta materia ocurrió en al 
año 1998, cuando se dictó la resolución Nº 220, que prevé el aprovechamiento de la especie con 
ciertas pautas de sustentabilidad. Esta misma resolución dictó la prohibición del tránsito 
interprovincial y la exportación de animales vivos, y de derivados. 
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 En cuanto a la vicuña, la extraordinaria calidad de su fibra –similar a la del conejo de 
angora y superior a la cabra de Cachemira [24]–, y su altísimo valor, la llevaron al borde de la 
extinción. En consecuencia, durante 1975 se incluyó a la vicuña en el Apéndice I de CITES –que 
implica la prohibición absoluta de la caza y explotación comercial de las especies enumeradas, 
salvo cuando sea con fines no comerciales, como los científicos–. En 1997 se la reclasificó en el 
Apéndice II de CITES –al igual que el guanaco–, donde se encuentran listadas las especies que 
“podrían llegar a estar amenazadas”, y cuyo comercio está permitido pero debe controlarse 
estrictamente. 
 Estas especies salvajes se pueden aprovechar bajo dos sistemas: “cría en cautiverio y 
esquila”, o “captura y esquila viva”. Ninguno de los dos sistemas es demasiado rentable en 
nuestro territorio, en parte por el bajo rendimiento por animal, y por la inversión necesaria para la 
captura. 
2.B) Historia evolutiva natural y clasificación taxonómica de los camélidos en 
general 
  Originados hace 34 a 56 millones de años en América del Norte, estos mamíferos han 
logrado adaptarse a casi cualquier ambiente y han sobrevivido a numerosos cambios geológicos. 
El primer ejemplar de la familia fue un pequeño mamífero similar al guanaco actual, de unos 80 
cm de altura, al que se lo denomina, Protylopus petersoni [28]. Los hallazgos de restos fósiles 
muestran que hace aproximadamente 20 millones de años, la familia dominaba las zonas planas 
de América del Norte. No obstante, se cree que a causa del enfriamiento de la tierra sucedido 
durante la transición Mioceno-Plioceno, las sabanas se incrementaron, y los Tylopoda sufrieron 
procesos selectivos, como el alargamiento de sus patas, y la aparición de coronas en sus dientes 
necesarias para masticar los pastos. Muchos miembros de este conjunto se extinguieron a causa 
de estos cambios climáticos. [29].  
 A partir del Plioceno y el Pleistoceno (hace aproximadamente 3 millones de años) la 
temperatura se volvió más variada, se unieron América del Norte y del Sur (con el cierre del Istmo 
de Panamá), así como América del Norte con Eurasia (a través del cierre del Estrecho de Bering). 
Esto propició cambios en la distribución de depredadores, que comenzaron a llegar a América del 
Norte, situación que se asociada con la migración de los Tylopoda. A su vez, cuando estos 
migraron se encontraron con depredadores nativos a los que estaban pobremente adaptados, con 
lo que el mecanismo de defensa o adaptativo fue la huida a entornos desérticos y marginales. Los 
camélidos primitivos, denominados Paracamelus migraron durante el comienzo del Pleistoceno a 
través del estrecho de Bering desde América del Norte hacia Eurasia, extendiéndose por todo 
Europa primero y llegando luego a Africa y Asia después (ver Figura I.1). No obstante, estas 
especies se extinguieron durante la época helada del Pleistoceno (entre 10000-12000 años atrás) 
[30]. Por otro lado, la migración hacia América del Sur a través del Istmo de Panamá permitió la 
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ocupación del sur del continente, que luego posibilitó la aparición de los géneros Lama y Vicugna 
(hace 2 millones de años) [31]. La domesticación tuvo lugar mucho tiempo después, y no existe 
consenso en el tiempo en que esta se dio ni en el lugar específico. La mayor parte de la 
información arqueológica en relación con este asunto proviene de Perú y de varios sitios de la 
puna de Junín, y sugiere que dicho proceso ocurrió hace 9000 a 2500 años atrás, y a una altura 
de 4000 metros sobre el nivel del mar [32]. 
Figura I.1: Mapa de migración de Tylopoda hace aproximadamente 3 millones de años 
 
 En este contexto, la familia Camelidae es la única sobreviviente del suborden Tylopoda, 
orden Artiodactyla. A pesar de regurgitar la comida como los rumiantes y poseer una bioquímica 
digestiva similar a estos últimos, la anatomía del sistema de tres compartimentos gástricos y la 
ultra estructura de la mucosa estomacal es la característica que genera el alejamiento de los 
Tylopodas de los Ruminantia. La misma dotó a estas especies de un increíble capacidad de 
aprovechamiento de nutrientes a partir de alimentos de baja calidad, a los cuales tuvieron que 
adaptarse cuando surgieron [33].  
 Se reconocen dos tipos de camélidos en función del lugar del que son autóctonos: los 
camélidos del viejo mundo, pertenecientes a Euro-Asia, y camélidos del nuevo mundo, 
pertenecientes a Sudamérica [8]. No obstante esta clasificación, hay algunas características 
comunes a todos ellos, como las adaptaciones anatómicas y bioquímicas que les permitieron y 
permiten sobrevivir a ambientes extremos, esencialmente calientes y/o fríos y a altitudes 
desérticas [34].  
 Dentro del grupo de los camélidos del viejo mundo se encuentran el camello dromedario 
(Camelus dromedarius), que tiene patas delgadas, una joroba, pelo corto y habita áreas calientes 
áridas y semi-áridas. Por otro lado, el camello bactriano (Camelus bactrianus) es más rechoncho, 
tiene dos jorobas y habita áreas frías y desiertos montañosos. La domesticación de estas 
especies ocurrió hace 4000 años en la península Arábica (camello dromedario), y en Turkmenistán 
El punto verde marca el origen de los Tylopoda en América del Norte. Las flechas negras hacia la 
zona azul del mapa muestra la migración hacia África y Asia de los Paracamelus que originarían 
las especies del genero Camelus. Las flechas hacia la zona roja del mapa, muestra la migración 
de Hemiauchenia hacia América del Sur, que darían origen a las especies del generó Lama y 
Vicugna.
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(camello bactriano) [35, 36]. En la actualidad no existen dromedarios salvajes, y la población de 
camellos bactrianos en el desierto de Gobi es menor de 1.000 cabezas. El interés por la cría de 
camellos está restringido a zonas marginales o áridas, donde estas especies se transforman en la 
forma más manejable y sustentable de ganado [32]. Hace algunos años, un nuevo ímpetu de la 
investigación en la fisiología y patología de camellos, provino del resurgimiento de la tradición 
Beduina de carreras de camellos [8]. 
 Por su parte, dentro del grupo de los camélidos del nuevo mundo, se encuentran cuatro 
especies: las domésticas, como la llama (Lama glama) y la alpaca (Lama pacos), y las salvajes, 
como los guanacos (Lama guanicoe) y las vicuñas (Vicugna vicugna). Las cuatro especies pueden 
cruzarse y tener descendencia fértil. Además de la producción de llamas y alpacas para el 
aprovechamiento de la fibra, es moda en muchos países de Europa y en EE.UU. la tenencia de 
llamas y alpacas como mascotas exóticas [8]. 
 Los artiodáctilos son un orden de mamíferos ungulados cuya característica es que sus 
extremidades terminan en un número par de dedos, de los cuales apoyan en el suelo por lo 
menos dos, siendo los dedos más desarrollados el tercero y el cuarto [38] (ver Figura I.2). Habitan 
en todos los continentes salvo la Antártida y en Oceanía, donde han sido introducidos 
artificialmente por el hombre. En la actualidad, se incluyen en este orden (sin contar los taxones 
fósiles) alrededor de 235 especies, repartidas en 10 familias, entre las que se destacan: camellos, 
llamas, cerdos, hipopótamos, vacas, antílopes, ciervos, jirafas y cabras. Las ballenas, a pesar de 
compartir un ancestro común, se excluyen de este orden [37]. 
Figura I.2: Huesos de patas delanteras derechas orden Artiodactyla 
!  
De izquierda a derecha: cerdos (Sus scrofa), ciervo rojo (Cervus elephus) y camello (Camelus 
bactrianus). Letras: U=Cúbito, R=Radio, C=Cuneiforme, L=Lunar, S=Escafoide, U=Unciforme, 
M=Magnum, td=Trapezoide. En ovejas y camellos, el hueso de mayor tamaño que soporta los dos 
dedos de los pies es el hueso cañón (cannon-bone). Referencia: Encyclopædia Britannica 
decimoprimera edición, volumen 2, página 697.
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 Hacia finales del Eoceno (aproximadamente 50 millones de años atrás), se terminaron de 
desarrollar los tres sub-órdenes modernos que componen Artiodactyla: orden Suina (cerdos), 
orden Tylopoda (camélidos) y orden Ruminantia (cabra y ganado bovino). En ese período el orden 
Tylopoda se encontraba lejos de ser dominante, en términos de la cantidad de miembros y 
ventajas sobre otros órdenes. El orden Perisodactila, que incluía a los antepasados de los 
actuales caballos y rinocerontes, era más numeroso y exitoso en ese momento de la historia 
natural. Es así como los artiodáctilos sobrevivieron ocupando un nicho natural, por lo general 
ocupando hábitats marginales, y es de creer que en ese contexto ocurrió el desarrollo de sus 
complejos sistemas digestivos, lo que presumiblemente les permitió sobrevivir con alimentos de 
menor calidad. Esta situación se condice con la aparición en el mundo de hierbas recién durante 
el Eoceno, junto con su posterior propagación durante el Mioceno (hace 20 millones de años). 
Estas primeras hierbas eran muy difíciles de digerir, y se presume que los artiodáctilos –con sus 
estómagos altamente desarrollados– fueron capaces de adaptarse a una dieta de bajo contenido 
en nutrientes. Así, en esa transición del Eoceno al Mioceno, los artiodáctilos sucedieron a los 
persiodáctilos como los herbívoros terrestres dominantes [28, 38]. 
 No obstante la clasificación en términos de su distribución y las familias de especies, la 
clasificación taxonómica actual distingue a los camélidos modernos en dos tribus [37]: 
• Tribu Lamini (también llamados “auquénidos”). Esta tribu incluye los géneros Lama y 
Vicugna. El primero contiene tres especies, que son: Lama glama (llama), Lama pacos 
(alpaca) y Lama guanicoe (guanaco). El segundo contiene una única especie, que es 
Vicugna vicugna (vicuña) (ver Figura I.3).  
• Tribu Camelini (también llamados “camelinos”). Esta tribu incluye un único género 
(Camelus), con tres especies dentro del mismo: Camelus ferus (camello salvaje), Camelus 
bactrianus (camello asiático de dos jorobas) y Camelus dromedarius (camello arábigo de 
una joraba) (ver Figura I.3). 
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 Figura I.3: Imágenes de las especies que conforman familia Camelidae 
 
B)
A)
D)
C)
E)
F)
De arriba hacia abajo y de izquierda a derecha, se muestran las distintas 
especies de camélidos actuales con el siguiente código de identificación: A) 
Camelus bactrianus, B) Camelus Dromedarius, C) Lama glama, D) Lama 
pacos, E) Lama guanicoe y F) Vicugna vicugna.  
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2.C) Fisiología y bioquímica inmunológica de los camélidos 
 En los últimos 20 años hubo varios descubrimientos que ampliaron los paradigmas 
existentes sobre estructura de anticuerpos, sitio de unión al antígeno y generación de repertorio 
de anticuerpos. Uno de ellos se vincula a los camélidos, en tanto durante 1993 se publicó un 
reporte producto de un descubrimiento fortuito, en el que se revelaba que hasta el 75% de los 
anticuerpos de dromedarios están desprovistos de cadena liviana [39]. Debido a que están 
constituidos por cadenas pesadas, estos anticuerpos recibieron la denominación genérica de 
anticuerpos no convencionales o anticuerpos de cadena pesada (HCAbs, del inglés Heavy 
Chain Antibodies).  
 Los camélidos, junto con los peces cartilaginosos [40], son los únicos que presentan de 
manera natural y con actividad biológica estos tipos de Ig. En ciertas patologías inmunológicas de 
gran interés en humanos, como la Enfermedad de las Cadenas Pesadas, denominada también 
Enfermedad de Franklin [41], se presentan Ac de cadena pesada solamente, pero estos son un 
componente sérico de carácter monoclonal y sin función biológica asociada. En contraposición, los 
HCAbs son proteínas policlonales, con una funcionalidad biológica potencial plena. 
Figura I.4: Representación esquemática de estructura de Ac convencionales y no convencionales 
!  
  A continuación, se describen las características anatómicas de la organización del sistema 
inmune de los camélidos, así como las propiedades bioquímicas y funcionales de los HCAbs. Esta 
Ac convencionales 
Ac no convencionales 
A la derecha se muestra los fragmentos que quedan luego de tratamiento enzimático. Se muestran los 
nombres de cada uno de los dominios que forman las cadenas liviana (CL y VL) y pesada (CH1, CH2, 
CH3 y VH) de Ac convencionales, y los dominios que forman cadena pesada de Ac no convencionales 
(CH3, CH2 y VHH).
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información resulta crucial para la construcción de la hipótesis y como marco teórico durante la 
discusión de resultados. 
 En los que concierne a los órganos linfoides, su distribución anatómica y la 
organización general del sistema inmune, en los camélidos son frecuentes múltiples y 
pequeños nodos linfáticos, en contraposición a la presencia de nodos linfáticos únicos [42]. Una 
característica notable es la ausencia de drenaje linfático intestinal, situación aparentemente 
compensada por un extenso desarrollo de las Placas de Peyer, que han sido contabilizadas hasta 
en más de 700 por animal. 
 Los camélidos se caracterizan por tener una alta proporción de neutrófilos y linfocitos 
(Tabla I.1). Los eritrocitos son ovales y son inusualmente resistentes a la lisis osmótica. Los 
camélidos nacen hipogamaglobulinémicos al igual que los rumiantes. 
Tabla I.1: Cantidad de células sanguíneas 
!  
 Los marcadores de leucocitos fueron identificados por reacción cruzada con AcMo anti 
marcadores de rumiantes [43] o cerdos [44].  
 En relación con los isotipos de Ig, fueron detectadas las clases IgM, IgG, IgA, e IgD, 
aprovechando de la reactividad cruzada de los Ac anti-especie de Ig humanas [45]. Como ya se 
mencionó antes en esta sección, en 1993 Hamers-Casterman [39] describieron que en el suero de 
camellos hay una gran proporción de Ig de isotipo G, desprovistas de cadena liviana,. Estos 
anticuerpos –denominados HCAbs– también están desprovistos del primer dominio constante de 
la cadena pesada (CH1), de modo que tienen una estructura de 6 dominios (cada cadena posee 
los dominios V, CH2 y CH3). Basándose en la presencia o no de cadenas livianas y la secuencia 
Estirpe Cantidad de células
Eritrocitos 10,8 -17,1 x 106/µl
Leucocitos  7,5 - 23,8 x 103/µl
Neutrófilos 2500 - 21500/µl
Eosinófilos                0 - 1500/µl
Basófilos                     0 - 400/µl
Linfocitos   1000 - 8000/µl 
Monocitos    100 - 1500/µl 
Plaquetas  200 - 600 x 103/ul
Parámetros sanguíneos normales de llama. 
Adaptado de Fowler [8].
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de aminoácidos de la región bisagra, se describieron los siguientes subisotipos de IgG: IgG1 
(convencional), y dos subisotipos de IgG no convencional, una de bisagra corta (IgG3) y otra de 
bisagra larga (IgG2). Además, los autores antes mencionados describieron un método 
cromatográfico secuencial de purificación de los distintos subisotipos de IgG, que fue utilizado 
durante este proyecto de tesis. En camellos y llamas este tipo de purificación ha permitido la 
caracterización parcial de los distintos subisotipos, por secuenciación aminoacídica. A pesar de 
esto, la mayor cantidad de información de secuencia proviene de estudios de c-DNA por PCR. El 
criterio para decir que una secuencia dada es HCAb, es que no tenga el dominio CH1.  
 Mediante la caracterización a nivel de c-DNA en llamas y alpacas han sido descriptas dos 
IgG1 (a y b) [46], tres IgG2 (a, b y c) [47] y dos IgG3 (a y b) [22, 39, 46]. En camellos se 
describieron los mismos isotipos, salvo la IgG2b e IgG3b. 
 La proporción de HCAbs, en términos de masa relativa respecto de la masa total de Ig 
séricas, en dromedario y camello bactriano es de 50-70%, y resulta significativamente mayor que 
en llamas (30%). En función de la molaridad, lo cual es más relevante desde la óptica de 
capacidad de unión al antígeno, los HCAbs representan un porcentaje todavía mayor respecto del 
total de Ig del suero (62-80% camellos, 43% llamas) [8]. Las cifras exactas varían un poco de 
acuerdo con el autor. Entre ellos, uno de los reportes más sólidos es el de van der Linden y 
colaboradores [22], quienes señalan que en llamas el porcentaje de IgG3 es de 20-30% (y un 
25-35% en camellos), el de IgG2 5-15% (un 30-45% en camellos) y el de IgG1 55-75%(un 25% en 
camellos). Estos autores refieren una concentración total de IgG de entre 8 y 13 mg/ml. 
 En relación con las características estructurales de los HCAbs, surge una propiedad 
central que es que se trata de proteínas diméricas, conformadas cada cadena peptídica por tres 
dominios: VHH, CH2 Y CH3. Se trata de Ig que carecen del dominio CH1, como consecuencia de 
un fenómeno de splicing alternativo, pues dicho dominio está codificado en el genoma. Se postula 
la ausencia de Bip –chaperona de unión a cadena pesada– que habitualmente inhibe la 
translocación de la cadena pesada del retículo endoplásmico al Golgi, a menos que esté unida 
con su contraparte liviana en mamíferos [48]. Al parecer, la unión de Bip a las cadenas pesadas se 
efectúa vía CH1-VH [49, 50]; en consecuencia, la ausencia del CH1 podría estar asociada a la 
ausencia de Bip, en relación con una secreción efectiva de HCAbs al medio extracelular. 
 Asimismo, las secuencias peptídicas poseen numerosas sustituciones aminoacídicas 
compensatorias, posiblemente como consecuencia del CH1 perdido, y bisagras extendidas 
(principalmente en el subisotipo IgG2). Se cree que la falta de cadena liviana es la causa evolutiva 
de la aparición y persistencia de las sustituciones aminoacídicas, localizadas esencialmente en la 
zona que habitualmente constituye la interfase hidrofóbica entre las cadenas pesadas y livianas 
(en los isotipos convencionales) [51]. 
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 La región CDR3 (en inglés, Región Determinante de la Complementariedad número 3) es 
un loop que es más largo en los HCAbs respecto de las Ig convencionales, contiene 17 
aminoácidos en promedio (con un rango que va de los 10 a los 24 residuos), mientras que las Ig 
humanas poseen un promedio de 12 residuos y las de ratón poseen un promedio de 9. Para 
estabilizar este loop de mayor tamaño, hay un segundo puente disulfuro intradominio, que conecta 
el CDR3 con el final del CDR1 o con un residuo entre CDR1 y CDR2. El loop CDR3 (VHH), que 
protruye, muestra una mayor variabilidad estructural que los CDR3 (VH3) humanos [51]. Esta 
mayor extensión en parte podría suplantar la falta de cadena liviana, y cubrir la interfase 
hidrofóbica de VHH. Estudios cristalográficos de un cocristal de VHH anti α lisozima y lisozima, 
muestran que el CDR3 extendido parcialmente reemplaza a la cadena liviana, pero lo más 
sorprendente fue que el mismo penetra en el sitio activo de la enzima. 
 En relación con las otras CDR, también se observó que los HCAbs presentan mayor 
diversidad estructural respecto de los isotipos de Ig convencionales. A su vez, los reportes de 
análisis estructural señalan que estas regiones no “encajan” en las estructuras canónicas 
descriptas para estas regiones. En el caso del CDR1, la estructura cocristalográfica de VHH anti-
lisozima y anti-gonadotrofina coriónica –con sus respectivos antígenos– confirmaron esta 
predicción que originalmente había sido realizada basándose en la secuencia [51]. 
A los efectos de valorar luego los resultados de esta tesis en un contexto teórico adecuado, 
debe hacerse una reflexión en torno al sitio de combinación de los anticuerpos en general, y de los 
HCAbs en particular. En relación con el sitio de combinación de las Ig convencionales, éste posee 
una superficie de unión al Ag bastante extensa, la cual es más bien plana, pero suficiente para 
generar interacciones de alta afinidad con Ag grandes. Por su parte, los Ags chicos se unen en el 
surco entre la cadena pesada y la liviana [22, 52, 53]. Por el contrario, los HCAbs no tienen una 
superficie de unión al Ag plana [54] sino más bien convexa, por lo que se espera –en teoría– una 
mayor afinidad por los sitios que presentan surcos o cavidades y una menor afinidad por cadenas 
laterales expuestas. Este último tipo de sitio de unión fue emulado con moléculas de BSA unida a 
un hapteno, por van der Linden y colaboradores (2000) [22], quienes obtuvieron resultados que 
muestran que la respuesta contra este tipo de Ag era primordialmente debida a HCAbs, y que esta 
capacidad se debía a la extensión del CDR o también podía deberse al surco entre CDRs [54, 55, 
56, 57, 58].  
 Análisis de cDNA mostraron que los VHH pertenecen al subgrupo VHIII, mientras que hasta 
el momento la mayoría de los VH de Ig clásicas pertenecen al subgrupo VHII [59]. Este subgrupo 
VHIII no aparece como resultado de procesos de reordenamientos en órganos linfoides 
secundarios, si no que están codificados en línea germinal [60]. Los genes VHH y VH 
pertenecientes a este subgrupo, se reordenan con el mismo grupo de genes J y D, lo que es 
consistente con un reordenamiento intercalado y único en el momento en que se está codificando 
para la proteína [61, 62]. 
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A raíz de estos resultados en torno a la conformación del paratope, surgió el interés por 
estudiar la capacidad de los HCAbs –más precisamente de sus VHH– para interactuar con 
receptores de membrana y sitios activos de enzimas [55, 63, 64], bajo la sospecha de que podrían 
constituir una fuente potencial de inhibidores enzimáticos. En el grupo de trabajo en el cual se 
desarrolló esta Tesis [65], se demostró la falta de capacidad de los HCAbs para inhibir una β-
lactamasa microbiana, algo que no se condice con las previsiones teóricas; por el contrario, se 
demostró que el suero de llama inhibía la actividad de la enzima, y que solo la IgG1 era 
responsable de esta modulación negativa, mientras que la IgG3 modulaba positivamente a la 
enzima. Los estudios de coincubación de la enzima con estos dos isotipos para simular las 
proporciones relativas presentes en el suero, mostraron que el efecto inhibidor de la IgG1 
predominaba por sobre el efecto activador de la IgG3, aún colocando una proporción 5 veces 
mayor de IgG3 que la que se encuentra fisiológicamente en el suero de llama. 
 Como consecuencia de sus propiedades estructurales y de secuencia, se han realizado 
numerosos estudios sobre las propiedades fisicoquímicas y estructurales de los HCAbs, y de 
los fragmentos variables recombinantes (denominados genéricamente VHH). Al estar desprovistos 
del dominio CH1 y de la cadena liviana, se trata de estructuras pequeñas, una cualidad que podría 
otorgarles un mejor acceso al determinante antigénico, si acaso este estuviera oculto. A su vez, el 
VHH constituye el fragmento peptídico más pequeño (15 KDa) con capacidad de unión antigénica 
en el orden micromolar, y su carácter de cadena-peptídica-única los hace fácilmente expresables 
en bacterias y levaduras. Esto, sumado a sus características fisicoquímicas inusuales 
(reversibilidad frente a la desnaturalización por temperatura y por pH), son las causas del gran 
potencial industrial y biotecnológico. En relación con su estabilidad, los reportes indican que los 
VHH requieren menos energía para desnaturalizarse que un fragmento VH3 de Ig convencionales 
–con los cuales muestran un alto grado de similitud de secuencia– y que la desnaturalización por 
temperatura es reversible, que ocurre sin formación de agregados y manteniendo la actividad Ac. 
Los fragmentos VHH y VH3 comparten un alto nivel de homología de secuencia en la parte más 
cercana al carboxilo terminal, mientras que las diferencias de secuencia se ubican en la zona más 
cercana al amino terminal, específicamente en las CDR. En esta zona –la de las CDR– se 
describieron cavidades en el VHH pero no en VH3, mediante simulaciones in silico; estas 
cavidades sugieren un empaquetamiento deficitario, siendo quizás este uno de los factores que 
contribuyen a la menor estabilidad termodinámica [51]. En VHH hay un cambio en un aminoácido 
cargado al final de la secuencia de CDR3; el mismo elimina un puente iónico que es el que 
contrae la conformación del CDR3 en VH3, y que sería crucial para determinar la especificidad del 
sitio de unión al Ag, lo que también podría contribuir a la menor estabilidad del VHH [51]. En este 
sentido, los mismos autores [51] se han preguntado porqué los fragmentos VHH “sacrifican” 
efectividad de empaquetamiento en la zona de las CDR, que es aquella por la cual se da la unión 
al Ag y es la que determina la especificidad de unión. Una posible respuesta que encontraron fue 
que se trate de un mecanismo de compensación estructural frente a la falta de cadenas 
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peptídicas: mientras que la IgG humana tiene seis CDR para unir Ag, las regiones variables de los 
HCAbs solo tienen tres. De esta manera, para conseguir unir una mayor variedad de Ag, el VHH 
tendría que poder adoptar una mayor variedad de conformaciones, y esto lo haría a expensas de 
perder estabilidad termodinámica. En favor de esta hipótesis, se sabe que –en términos 
generales– la unión al Ag estabiliza los fragmentos VHH.  
 En cuanto a sus funciones biológicas de los HCAbs, se sabe que representan un 
porcentaje elevado de las IgG, lo cual es compatible con un rol significativo en la inmunidad. En 
este sentido, se demostró que la IgG3 de alpaca es efectiva en neutralizar la infección por West 
Nile Virus en cultivo de células Vero, mientras que la IgG2 no lo es [66]. Se han descripto 
receptores de Fc (FcR) para IgG2 e IgG3 en células mononucleares de alpaca, mediante el uso de 
citometría de flujo con Mabs anti-isotipo de llama [66]. La unión Ig-FcR, se caracterizó mediante 
un experimento en el cual se pusieron Ac específicos en concentraciones sub-óptimas de 
neutralización junto con el virus West Nile Virus y células mononucleares de alpaca, generándose 
un aumento de la infectividad. Este aumento se atribuyó a que la unión de los FcR a los Ac 
específicos –unidos al virus– facilitó la internalización de los complejos inmunes [66]. 
 En relación con la ontogenia y maduración del SI de los camélidos, resulta de particular 
interés la comprensión acerca de la generación de repertorio de HCAbs, un campo todavía 
dominado por muchas incógnitas. Respecto del repertorio de fragmentos variables VHH, se ha 
observado que la variación de aminoácidos es mucho más grande que entre los miembros del 
subgrupo VHIII de otras especies (ratón y humanas) [51]. Esto podría sugerir la existencia de un 
pool de genes VHH más grande y variable, o alternativamente un mayor nivel de maduración a 
través de mutación por conversión génica o algún otro mecanismo genético. En relación con las 
mutaciones somáticas que habitualmente provocan variabilidad en inmunoglobulinas 
convencionales, las evidencias sugieren que en los HCAbs esto también ocurre, aunque no ha 
sido demostrado si las mismas tienen lugar en respuesta al Ag, durante el desarrollo linfocitario o 
en ambas circunstancias [39, 61, 64]. La maduración de la respuesta inmune presenta una 
desviación respecto de lo esperado en torno a la producción de anticuerpos por parte de una 
célula B inmunocompetente: lo esperado es que la IgM (o eventualmente la IgD) se comporten 
como receptores de membrana, como resultado de un reordenamiento exitoso de los genes de 
cadena pesada y liviana. En casos convencionales, la presencia del Ag para el cual el anticuerpo 
IgM de superficie es específico, induce una respuesta primaria caracterizada por la secreción de 
formas solubles de dicho anticuerpo. En contraste, los HCAbs –de isotipo IgG– tienen sus 
regiones variables codificadas en la línea germinal y hasta el momento no hay evidencias de la 
existencia de IgM no convencional. En conjunto, estos resultados sugieren que la IgM no es la 
respuesta primaria que antecede la respuesta secundaria, en el caso de los HCAbs. Frente a 
estas evidencias, muchos investigadores supusieron la existencia de un linaje de células B 
alternativo que producen directamente los HCAbs. En contra de esta hipótesis, Achour y col [61], 
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reportaron que el 5% de los transcriptos de IgM en alpacas incorpora VHH convencional, 
apoyando la idea de un precursor común.  
 A diferencia de los humanos y ratones, el desarrollo de células B en el ganado, ovejas, 
cerdos y camélidos está restringido a los estadios natales y prenatales, y la diversificación del 
receptor ocurre en GALT (siglas en inglés, para Gut Associated Lymphoid Tissues) [67]. En estas 
especies, conocidas como “especies-GALT”, el mecanismo para diversificar el repertorio de Ac es 
la conversión génica [68]. Durante la gestación en mamíferos, la linfopoyesis ocurre 
principalmente en hígado fetal y luego se traslada a la médula espinal [69]. En ovejas, el 
desarrollo y expansión de células B ocurre dentro del bazo [70], antes que se de la colonización 
del GALT hacia la mitad-final de la gestación [71, 71, 73]. El isotipo IgM aparece, en ovejas, 
primero en bazo [70], y luego llega a yeyuno e íleon, a los 70 días aproximadamente del 
nacimiento [74, 75]. En fetos de bovinos, la linfopoyesis comienza en médula espinal, nódulos 
linfáticos y bazo, y luego se desarrolla en el GALT [76].  
 Con este marco teórico como contexto, es destacable el hecho de que Daley-Bauer y 
colaboradores (2010) [46] encontraron todos los subisotipos de IgG en el bazo fetal de alpacas, y 
mostraron que es el órgano más desarrollado en la mitad de la gestación, similar a lo que ocurre 
en ovejas. En alpacas adultas la distribución de las células B que expresan HCAbs y anticuerpos 
convencionales, es similar. La función de las células B en las Placas de Peyer de ratones y 
humanos es producir principalmente IgA involucrada en la inmunidad de mucosas. En 
contraposición, se encontró que en alpacas esa zona contiene linfocitos B que expresan el 
subisotipo IgG3. A su vez, en la zona marginal del bazo de alpacas se encontraron células B 
productoras de IgG1b. Por el contrario, en primates y roedores las células B de esta zona del bazo 
producen principalmente IgM, tienen un fenotipo preactivado, proveen de una primera línea de 
defensa contra antígenos de sanguíneos [77], y responden a T-independientes. La Tabla I.2 
resume los receptores de membrana de linfocitos B descriptos en alpacas adultas y neonatales. 
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Tabla I.2: Isotipos y subisotipos de inmunoglobulinas de alpacas presentes según tejido y edad 
!  
 Sin duda, otro de los aspectos que merece párrafo aparte, es el de la transferencia 
pasiva de inmunidad en los camélidos. Las seis capas de epitelio placentario de camélidos 
previenen el pasaje de Ig al feto; toda la inmunidad neo y perinatal está basada en la correcta 
absorción de Ig obtenida a partir del calostro y la leche, y del desarrollo de la propia inmunidad 
neonatal [8]. Un estudio realizado en crías de alpacas prelactantes, mostró que la concentración 
sérica de IgG e IgM está en el orden 0,3 y 0,5 mg/ml respectivamente [78]. La concentración de 
IgG en el calostro puede llegar hasta 250 mg/ml, presentando una enorme variación. No hay una 
relación lineal entre las Ig absorbidas por la cría y las Ig presentes en el calostro, pues para 
valores elevados de Ig en calostro se han descripto valores muy bajos en suero de crías. La 
mortalidad de las crías está estrictamente relacionada con la concentración de Ig en el suero de 
las crías y parcialmente con las Ig del calostro materno [8]. Para camellos y llamas el nivel de IgG 
en el suero del recién nacido es de aproximadamente 30 mg/ml [79]. Daley-Bauer y colaboradores 
demostraron que el 38,5% del total de IgG en calostro son HCAbs [46]. La alta concentración de Ig 
en el suero del recién nacido, comprueba –según los autores– una transferencia pasiva exitosa. 
En su trabajo, describen que al día 1 hay más Ig en promedio que al día 90 para los 5 subisotipos 
(IgG1a; IgG1b; IgG2; IgG3a e IgG3b), y las curvas de progresión de la concentración muestran que la 
IgG1b, IgG2 y una sub fracción de IgG3 decaen en mayor medida que la IgG1a y la otra sub-fracción 
de IgG3. Luego de la transferencia pasiva, la concentración de HCAbs decae más rápidamente 
que la de IgG1, según los autores, posiblemente por tener menor vida media. La concentración de 
IgG en las crías decae alrededor de la 4ta hasta la 6ta semana, momento en el que empieza a 
Tejido analizado por 
inmunohistoquímica.
Alpacas adultas 
(n=7)
Alpacas neonatas 
(6 meses de gestación)
Lamina propria de Íleon 5 isotipos de IgG. LH41+  No presentan IgG ni IgM.
Placa de Peyer IgG3b (inmunidad de mucosas). -
Pulpa roja bazo 
           
IgM  (ocasionalmente IgG 1 y 3a). IgM  (ocasionalmente IgG 1 y 3a).
Zona folicular del bazo IgG3b. IgG3b.
Zona marginal del bazo IgG1b (antibacteriano). IgG1b (antibacteriano).
Nodos linfáticos  
mesentéricos 
IgM e IgG3a extra foliculares. 
IgG1a, IgG2 e IgG3b intrafoliculares.
-
Médula ósea Células plasmáticas y HCAbs. LH41+   No presentan IgG ni IgM.
Hígado fetal            - No presentan IgG ni IgM.
Tabla de elaboración propia que muestra información tomada de Daley-Bauer y col, 2010  [46], los 
autores analizaron las distribución de LB pertenecientes a casa isotipo en distintos tejidos 
linfocitarios en alpacas adultas y fetales. LH41+ población celular que incluye Linfocitos B
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aumentar. Resultados similares han sido descriptos por Ungar-Waron y colaboradores [79] y por 
Wernery y colaboradores (2001) [80], ambos realizados en camellos.  
 No hay muchos reportes de deficiencias primarias del sistema inmune. En este sentido, 
ha sido reportado en llamas un síndrome de inmunodeficiencia de origen desconocido, conocido 
como Síndrome de Inmunodeficiencia Juvenil (abreviado JLIDS, siglas en inglés para Juvenile 
Immunodeficiency Syndrome) [81], que afecta a animales jóvenes y se caracteriza por alterar 
parámetros celulares y bioquímicos. En relación con las deficiencias secundarias del sistema 
inmune, una de las enfermedades más prevalentes en camellos es la tripanosomiasis producida 
por el Trypanosoma evansi, que es transmitida por moscas, y ha sido demostrado –en búfalos– 
que induce inmunosupresión que permite la proliferación de patógenos oportunistas, llevando a la 
muerte de estos animales principalmente por septicemia hemorrágica causada por Pasteurella 
multocida serotipo E. Esto podría también suceder para camellos y camélidos Sudamericanos [8]. 
2.D) Enfermedades infecciosas reportadas 
 Los reportes de incidencia y existencia de enfermedades infecciosas en camellos y CS de 
otros países, provenientes de organizaciones internacionales, son numerosos. La OIE elaboró en 
2008 y 2013 un informe de enfermedades significativas de los camélidos. En este reporte se 
señala la ocurrencia de enfermedades virales, bacterianas y parasitarias, subdividiendo cada uno 
en tres grupos [14]: grupo I, conformado por enfermedades “significativas”; grupo II, compuesto 
por enfermedades para los cuales los camélidos pueden ser portadores y grupo III, constituido por 
enfermedades de menor importancia. 
 Numerosos estudios específicos realizados por grupos de investigación han mostrado que 
estas especies padecen enfermedades infecciosas que son relevantes desde distintos puntos de 
vista. En otras regiones de América se han registrado casos de enfermedades infecciosas en CS 
que tienen implicancias sobre la propia salud de los animales y constituyen además un riesgo 
potencial para otras formas de ganado co-criado, así como también para el hombre. En la Tabla I.
3 se reproduce la lista de agentes infecciosos más relevantes descriptos en camélidos, así como 
la especie afectada propiamente dicha, el agente causal y la referencia bibliográfica 
correspondiente. 
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Tabla I.3: Agentes infecciosos reportados en Camélidos 
 
 Las enfermedades parasitarias son las responsables de la mayor parte de las pérdidas 
sanitarias en llamas argentinas y sobre todo de aquellas criadas en el altiplano. Dentro de las 
parasitosis microscópicas más relevantes se encuentra la sarcosistiosis, o arrocillo, producida 
por Sarcocystis aucheniae, con una prevalencia que va de un 20 a un 70% según la región [91]. 
Es una enfermedad que afecta la calidad de la carne, que empeora con la edad del animal, pues 
la carga aumenta drásticamente conforme el animal envejece, y es motivo de decomiso. Se 
desconoce si el consumo de quistes genera efectos relevantes sobre la salud humana. Es una 
enfermedad ampliamente distribuida en todas las llamas del país. De las parasitosis 
macroscópicas, las que mayor impacto económico tienen son las gastroenteritis verminosas, la 
fasciolasis, la sarna y la pediculosis. Las endoparasitosis son controladas con antiparasitarios 
orales y algunas veces inyectables (ivermectinas). En caso de fasciolasis aguda se trata con 
antiparasitario específico (triclabendazole). Entre las ectoparasitosis, la de mayor incidencia y con 
mayor impacto económico deletéreo, es la sarna sarcóptica (Sarcoptes scabiei va. aucheniae), 
dado que afecta considerablemente el desarrollo del animal, disminuyendo la producción de su 
vellón y ocasiona pérdida de estado y peso corporal. 
Tabla de elaboración propia, se destaca el AI, la especie infectada, el país donde se reportó y 
la fuente bibliográfica.
AI Animal /País Referencia Comentario
B. melitensis Camellos/Irán, Libia y 
Arabia Saudita 
Alpacas/Perú
[9] 
[82]
Episodios abortivos, natimortos y 
mortalidad perinatal y 21 % de 
seropositivos en el rodeo [82].
B.abortus Camellos/Sudan, Egipto 
y Kuwait
[9]
M. bovis Camellos/Arabia Saudita [9]
Tripanosoma 
evansi
Camellos/Mauritania [83] 
[84]
En 1997, en las Islas Canarias.
Diarrea Viral 
bovina (DVBV)
Alpacas/EE.UU. 
Alpacas/EE.UU. 
Alpacas y llamas/Chile
[85] 
[86] 
[87]
Enfermedad clínica y reproductiva, con 
anorexia, letargia, pérdida embrionaria y 
abortos de 5 ½ y 7 meses de gestación 
[86]. Virus aislados fueron no citopáticos. 
Aislado de 8 alpacas sanas y 2 con 
aborto. 5 llamas sanas, 2 con aborto y 1 
muerta sin antecedentes de enfermedad. 
[87].
Neospora  
caninum
Alpacas y llamas 
Llamas
[88] 
[89]
Abortivo [88]. 
Hospedador intermediario CS [89].
Sarcocystis 
aucheniae
Llamas 
Macroquistes en  
llamas
[89] 
[90]
Hospedador intermediario CS.
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Tabla I.4: Agentes infecciosos reportados en camélidos argentinos 
!  
2.E) Detección de anticuerpos 
 No obstante la falta de datos acerca de la prevalencia de las enfermedades mencionadas 
anteriormente en camélidos de nuestra región, sí hay reportes acerca de las metodologías 
disponibles para la detección de anticuerpos específicos (ensayos serológicos) como marcadores 
de infección. En esta sección se describen los principales reportes acerca de la detección de Ac 
reactivos frente a agentes infecciosos, y frente a inmunógenos experimentales o de uso en 
vacunas, todos ellos en la familia de Camelidae. Debe destacarse que la mayor parte de la 
información se centra en el género Camelus –dejando, por consiguiente, en un segundo plano al 
género Lamini– y que los pocos reportes concernientes a los CS, giran en torno a los agentes 
infecciosos prevalentes en la alpaca. 
2.E.1) Anticuerpos específicos como marcadores de infecciones. Serología en estudios 
transversales o de cohorte  
 A los efectos de conocer la disponibilidad –o falta– de pruebas de diagnóstico serológico, 
se llevó a cabo una revisión bibliográfica acerca de las técnicas disponibles para la detección de 
Ac reactivos frente a distintos agentes infecciosos. En primera medida, se estudiaron los reportes 
pioneros e internacionales [16], realizados fundamentalmente en camellos (con un acento menor 
en las llamas), pues constituye el género que recibió atención sanitaria prioritariamente. En las 
Tablas I.5 y I.6 puede verse la lista de bacterias (I.5) y de virus (I.6) para los cuales se ha 
estudiado la presencia de Ac específicos en camélidos, junto con los datos disponibles acerca de 
Animal Clinica más frecuente Bacterias Virus Parásitos 
Silvestre 
(vicuña y  
guanaco).
Diarreas y neumonías de 
los chulengos. Aparecen 
por hacinamiento [93]. 
Mortalidad neonatal en 
criadero de guanacos 
Fasciola hepatica [94]. 
Gastroenteritis verminosa por 
parásitos específicos de CS y 
compartidos con rumiantes [92]. 
Sarcocystis aucheniae [95]. 
Coccidios [92].
Doméstica 
(llama).
Síndrome de muerte 
súbita (clostridos). 
Algunas neumonías y 
diarreas responden a 
antibióticos. 
Diarrea por coccidios. 
Sarcocistiosis. 
Clostridios Sarcocystis aucheniae. 
Nematodirus lamae, Lamanema 
chavezi y Trichuris tenuis 
(Huéspedes específicos de CS) 
[96]. 
Ostertagia, Haemonchus, 
Trichostrongylus, Cooperia y 
Oesophgostomun (Huéspedes 
compartidos con rumiantes) [96, 
97]. 
Fasciola hepatica, Sarcoptes 
scabiei va. Aucheniae. 
Psoroptes aucheniae [94].
Tabla de elaboración propia que indica para los CS salvajes y domésticos argentinos, la clínica 
mas prevalentemente reportada, y los AI reportados según estos sean bacterias, virus o 
parásitos. 
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la prevalencia de estas especies a la infección por el microorganismo correspondiente, y –si 
corresponde– la susceptibilidad demostrada al mismo. Estas tablas muestran, para varios de los 
microorganismos listados, una notable inconsistencia entre los valores de prevalencia de 
anticuerpos específicos y la susceptibilidad demostrada, en tanto para algunos casos la 
prevalencia alcanza valores tan altos como el 97% (virus Rinderpest) con una susceptibilidad nula 
demostrada. 
 Esta discordancia también ha sido documentada por otros investigadores, como por 
ejemplo Monteberre y colaboradores [98], quienes estudiaron la seroprevalencia de Ac reactivos 
contra distintos agentes patógenos en camellos de España, y luego la correlacionaron con la 
búsqueda directa de los agentes en cuestión (Tabla I.8). La falta de correlación, también esta 
relacionada con aspectos epidemiológicos de las enfermedades estudiadas. Por ejemplo, el 
estudio se llevó a cabo en España y el AI está descripto en Africa (CPV y WNV). En otros casos se 
sabía que nunca hubieron casos clínicos del AI en la especie de camellos (Ricketssia sp) y en 
otros casos faltaba el hospedador definitivo del AI en la región analizada (N. caninum). 
Tabla I.5: Seropositividad y susceptibilidad ante bacterias en camellos 
 
Bacterias Seropositividad Susceptibilidad
Pasteurella spp. 65 - 80% Baja, controvertida
Leptospira spp. - Baja, subclínica 
Brucella spp. 0,3 - 24 % Alta
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis 40% Alta
Tetanus (Dromedario) 0 - 20% Variable
Chlamydia psittaci + Desconocida
Coxiella buneti 4 - 24 % Sin reporte de enfermedad 
Rickettsia prowaseki 0,20% Sin reporte de enfermedad 
Rickettsia mooseri 1,8 - 44,1% Sin reporte de enfermedad 
Rickettsia rickettsii 1,6 - 26% Sin reporte de enfermedad 
Rickettsia conorii 1,8 - 3,7 % Sin reporte de enfermedad 
Cowdria ruminantium 1% Sin reporte de enfermedad 
Anaplasma spp. + Subclínica
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Tabla I.6: Seropositividad y susceptibilidad ante virus en camellos 
 
Virus Seropositividad Susceptibilidad
Adenovirus 1,3 % Desconocida
African horse sickness (AHS) 0,0-23 % No susceptible /¿reservorio?
Bluetongue virus (BTV) 4,9-14,6 % No susceptible
Bovine herpesvirus 1 (BHV-1) 0,0-5,8 % No susceptible (llamas sí)
Bovine viral diarrhea /mucosal disease 
(BVDV) 0,0-15,5 % Desconocido (llamas sí)
Influenza 0,6-12,7 % Alta
Parainfluenza (PI-3) 80-99 % Baja
Foot and mouth disease (FMD) 0,0-2,6 % Baja (reservorio)
Rinderpest 0,0-97 % No susceptible
Respiratory syncytial disease (RSD) 0,6 % Desconocida
Rift Valley fever (RVF) 22-45 % Baja (desconocido)
Rotavirus 50 % Diarrea
Rabia Desconocida ¿Intermediario?
Akabane virus + Desconocida
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Tabla I.7: Serología en estudio transversal en camellos en España 
 
 La serología en estas especies es motivo de debate desde hace mucho tiempo, pues 
existen numerosos reportes concernientes a diferentes enfermedades infecciosas, que señalan 
valores de prevalencia de anticuerpos específicos asombrosamente diferentes entre sí, aún 
habiendo empleado las mismas metodologías y poblaciones de estudio equivalentes. Tres de los 
mejores ejemplos de esta controversia, son el caso de la serología para brucelosis, la serología 
para la detección de leptospirosis, y la serología para toxoplasmosis. 
AI Animales Técnica Sp Comentarios Directos
Camelpoxvirus 
(CPV)  
Camellos 
(n=100)
• Seroneutralización  
• ELISA con Ag 
CPV.
8% 
16%
Primera sero-evidencia 
de CPV en Unión 
Europea. No hay lesiones 
compatibles con CPV. 
Enfermedad subclínica y 
presente en África [99].
West Nile Fever 
Virus (WNV)
Camellos 
(n=100)
Kit bloqueante. Ag 
proteína E. 
3% Enfermedad transmitida 
por mosquito, presente 
en África del este [100].
Anaplasma  sp. Camellos 
(n=100)
Kit competitivo. Ag 
MSP-5.
3% Fueron descriptos Ac 
reactivos, pero no se 
demostró  relevancia 
clínica [80, 101].
3/3 PCR negativa. 
Falso positivo.
Mycobacterium 
avium ssp. 
paratuberculosis
Camellos 
(n=100)
• In house ELISA. 
(PPA-3)  Revelado 
con proteína G.   
• PPD avium
22% 
16% 
Controles de otra 
especie. 59% juveniles y 
22% adultos [98].
Mycobacterium.
bovis
Camellos 
(n=100)
In house ELISA. 
Revelado con 
proteína G.  
• PPD bovina  
• MPB70
10%  
 0% 
Controles de otra especie 
(Ciervo rojo). La 
correlación entre PPA-3 y 
PPD bovina sugiere 
cross-reactividad [98]. 
Patógeno descripto.
Brucella sp Camellos 
(n=100)
Kit bloqueante.  
LPS Brucella
1%
Coxiella burnetii 
Genera Q fiebre.
Camellos 
(n=100)
Kit  para rumiantes. 
Revelado con 
proteína G. Ag ovino
19% Nunca hubo casos 
clínicos en la especie 
[102]. Varios autores 
encontraron Ac [103]. 
21 /21 PCR negativos.  
Falso positivo.
Ricketssia sp. 
Transmitido por  
garrapatas. 
Zoonosis.
Camellos 
(n=12)
Kit ELISA. LPS 
Ricketssia. Revelan 
con Proteína G-
HRP
83% Presente en garrapata de 
CS [104]. No hay reporte 
de clínica en camélidos 
[80].
6/6 PCR positivos.. 
Reactividad cruzada 
según los autores [98].
T. gondii. 
Zoonosis. 
Camellos 
(n=96)
Microaglutinación 
(MAT) 
Taquizoito es el Ag.
36% Presencia de Ac implica 
contacto [98].
PCR negativos. 
Falso positivo
Neospora  
caninum
Camellos 
(n=100)
Kit  c-ELISA. 
Taquizoito es el Ag.
86% No hay perros donde se 
hizo el estudio 
(hospedador definitivo), 
sin diferencia de edad en 
seroprevalencia. Alta 
transmisión vertical 
argumentan autores [98].
21 PCR negativas.   
Falso positivo
Tabla de elaboración propia. Los datos fueron tomados de Mentaberre y col, 2013 [98]. Referencias: 
Sp=seropositividad. 
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 Por ejemplo, ya en 1948, Zaki [105] especulaba acerca de que B. abortus era la principal 
causa de brucelosis en camellos, mientras que en 1963, Rutter y Mack consideraron a B. 
melitensis como el agente principal. Lo llamativo es que resultados contrapuestos fueron 
obtenidos comparando los resultados de pruebas serológicas para ambas especies de Brucella. 
Asimismo, algunos investigadores han fallado en aislar Brucella de la leche de animales 
seropositivos [11, 106, 107, 108, 109], aunque en esos casos pueden discutirse ciertas cuestiones 
metodológicas, como el tiempo que demoraron en procesar las muestras para proceder al 
aislamiento. 
 En términos generales, y en el marco de esta controversia, muchos países han reportado 
bajas seroprevalencias de brucelosis en camellos en comparación con otras formas de ganado, 
pero las condiciones experimentales de los test no han sido uniformes y no todos los resultados se 
obtuvieron en simultáneo. De esto se desprende la necesidad de realizar relevamientos 
serológicos que involucren un adecuado número de camellos y otras formas de ganado, para 
comparar las seroprevalencias [9]. Dicho estudio resulta de interés, pues los camellos han sido 
sospechosos de ser fuente de transmisión de brucelosis en otros animales domésticos en algunas 
regiones del mundo, como por ejemplo en Kenia [110]. El consumo de leche de camello cruda, u 
otros contactos con camellos, podrían ser causas comunes de contagio de esta enfermedad a 
humanos [111]; en este sentido, un estudio de caso-control determinó que el riesgo más elevado 
de zoonosis por Brucella es el consumo de leche y sus derivados. Sin embargo, el riesgo más 
significativo se le atribuye al consumo de productos de ovejas y cabra [112]. 
 Dentro de las enfermedades infecciosas que pueden afectar la reproducción, y que han 
formado parte a través de los años de esta controversia en relación con el valor de la serología, es 
la leptospirosis. Se trata de otra de las patologías probables para camélidos, basándose en 
reportes de seroprevalencia de Ac reactivos mediante la técnica de microaglutinación, realizados 
en alpacas de Perú [113]. En dicho trabajo se reportan dos cifras de seroprevalencia obtenidas en 
distintos momentos durante el mismo año, cuyos valores son 63% y 22%; esta discordancia es 
justificada por los autores aduciendo un sesgo en la selección de animales para la primera cohorte 
de animales, dado que las mismas eran adultas. No obstante, en 2004 Herrera y colaboradores 
[114] reportaron un 20% de seropositividad para leptospirosos en alpacas peruanas. 
 La seroprevalencia contra T. gondii también fue estudiada en alpacas de Perú. En este 
sentido, se llevaron a cabo varios relevamientos serológicos contra este agente infeccioso, como 
el de Poma y colaboradores [115], quienes informaron un 21% de seropositividad mediante la 
técnica de HAI, o el de Gongora y colaboradores (1992) [cita 116], que informaron una prevalencia 
de un 24% mediante la técnica de IFI. Por su parte, Leguia y colaboradores (1988) [117] 
informaron una prevalencia del 50% mediante HAI, y Gomez y colaboradores (1993) [118] 
informaron un 45% utilizando esta misma técnica. En Chile también se realizaron experimentos 
contra este AI; en particular, Rojas y colaboradores (1989) [119] informaron un 47% de 
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seropositividad en alpacas macho y un 24% en hembras, utilizando la técnica de HAI. Por su 
parte, Gorman y colaboradores (1999) [120] utilizaron esa misma técnica y obtuvieron una 
prevalencia del 16%.  
 En la Tabla I.8 se exponen algunos de los resultados obtenidos por distintos grupos de 
investigación argentinos sobre CS argentinos. De la misma se desprende que el análisis 
serológico en CS tiene indeterminaciones profundas, ya que para muchos agentes infecciosos se 
relevaron seropositividades muy elevadas sin correlación evidente con la presencia del 
microorganismo y sin manifestaciones clínicas de la enfermedad. Sin lugar a dudas, el ejemplo 
más claro de esta controversia es el de rotavirus, para el cual se detectaron un 100% de 
seropositividad en varias de las especies de CS, pero solo pudieron detectar al virus en una única 
llama joven por ELISA captura, y en una única cría de guanaco con diarrea severa. Esta situación 
llevó a los investigadores a preguntarse por el significado concreto de esos Ac, pregunta para la 
cual no tuvieron ninguna respuesta evidente. El rotavirus del grupo A es agente causal de diarrea 
neonatal en niños, afecta a más del 50% de los rodeos bovinos argentinos y se lo ha reportado en 
porcinos y equinos. Representa, por lo tanto, un problema sanitario significativo que merece ser 
estudiado. 
 Para Brucella abortus y mellitensis (280 llamas, Test BPA (Buffer Plate Antigen) en INTA 
Castelar.), Brucella ovis (97 Llamas, ELISA indirecto INTA Balcarce–INTA Castelar) 
Mycobacterium avium sps paratuberculosis (96 llamas, Test ELISA para Paratuberculosis. con 
Anticuerpo secundario anti-Ig-G bovino, en INTA Balcarce) los porcentajes de seropositividad 
encontrados son 0% [127].  
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Tabla I.8: Estudios de seroprevalencia en camélidos argentinos 
!  
2.E.2) Detección de anticuerpos específicos ante inmunizaciones experimentales 
 La inmunización experimental constituye un campo rico en términos de la información que 
brinda acerca del sistema inmune, y relevante en el sentido de propiciar la sanidad animal. En 
este apartado se detallan algunos de los estudios dedicados a evaluar la respuesta ante 
inmunizaciones experimentales en camélidos, cuyos resultados principales –obtenidos en 
camellos– se muestran en la Tabla I.9. 
AI Animales Sp (%) Técnica Comentarios 
Rotavirus. Llamas [121].
Vicugnas [122]
Guanacos [127]
100 [121].
100 [122].
100 [127].
ELISA[121].
ELISA [122].
ELISA[127].
Camélidos cómo huéspedes [123]. Virus 
solo se ha aislado de materia fecal de cría 
de guanacos [124]. Los autores 
desconocen el significado sanitario de 
estas elevadas seropositividades. 
Leptospirosis. Llamas [125].
Llamas[126].
60 [125].
96,2 [126].
MAT.
Parainfluenza-3. Vicugna. 77,7 [122]. Significado sanitario desconocido.
IBR. Vicugna. 11,11 [122].
Virus diarrea 
viral bovina.
Llamas (n=430). 0,23 [127]. SN viral. INTA- Balcarce. Virus endémico en pampa 
húmeda. 
Rotavirus (A). Llamas (n=430). 100 [127]. ELISA doble 
sandwich.
INTA Castelar. Presencia de RV grupo A en 
materia fecal de un teke de llama mediante 
un ELISA de captura.
Parainfluenza-3. Llamas (n=379). 76,9 [127]. HAI. Laboratorio de Virología INTA Castelar.
HVB-1 (IBR). Llamas (n=379). 0,23 [127]. SN viral. Laboratorio de Virología. INTA-Balcarce. 
Endémica en pampa húmeda.
Leptospirosis. Llamas (n=228). 31,6 [127]. MAT. Área de Leptospirosis. CICV-INTA Castelar. 
Se desconoce cuál es el verdadero rol de 
los camélidos en la cadena epidemiológica 
de la enfermedad.
Fiebre Aftosa. Llamas (n=430). 0 [127]. Test de ELISA 
fase líquida y 
complementar
io ELISA 3D.  
INTA Castelar. Baja susceptibilidad.
Neospora  
caninum.
Llamas (n=308). 4,6 [127]. IFI. UNLP. Llamas tal vez no sean eficientes 
hospedadores intermediarios y/ó que la 
transmisión vertical es menos frecuente en 
llamas que en bovinos.
T. gondii. Llamas (n=308). 30 [127]. IFI. UNLP. La presencia de este parásito en la 
carne de camélidos adultos no ha sido 
investigada.
S. aucheniae. Llamas (n=308). 96 [127]. IFI. UNLP. CS Huéspedes intermediarios.
Tabla de elaboración propia. Referencias: SN=seroneutralización. IFI=inmunofluorescencia indirecta. 
HAI=hemaaglutinación indirecta. MAT=microalglutinación, Sp=seropositividad.
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Tabla I.9: Respuesta humoral y protectora por vacunación con distintos agentes infecciosos en 
camellos 
 
 Tal como se observa en la Tabla I.9, en algunos casos –como en el de las vacunas contra 
Rickettsia mooseri y Rickettsia prowazeki, así como también contra Rinderpest– la vacunación 
paradójicamente produjo la infección de los animales (en una prueba a campo en Perú con casi 
1500 alpacas, se ensayó una vacuna contra S. aucheniae y vieron que la tasa de infectados 
aumentó). Esto pudo deberse a un mal preparado de los inmunógenos, o que la respuesta inmune 
tenga particularidades por develar, ya que no es el único ejemplo en el que sucede.  
 A su vez, varias de las inmunizaciones generaron el efecto deseado, que es la resistencia 
a la enfermedad, con lo que fueron efectivas, tal muestra la Tabla I.9. En este sentido, Radwan y 
colaboradores, [11] mostraron que camellos vacunados entre 4-8 meses de edad con dosis de 
adultos, eran seropositivos 8 meses después de la vacunación, y reportaron la erradicación de 
brucelosis en un rebaño de camellos de Arabia Saudita, mediante vacunación de seronegativos y 
tratamiento antibiótico de animales seropositivos o cultivo positivos. En otros casos, los autores 
realizaron la inmunización con el fin de obtener fuentes de HCAbs para expresar secuencias VHH 
en distintos sistemas de expresión proteica [22, 128], y también para generar antisueros contra 
distintos venenos [129] (con resultados positivos). Otros autores realizaron infecciones 
experimentales y midieron Ac, por ejemplo contra Fasciola hepatica, caso en que obtuvieron una 
respuesta de Ac considerable [130], y en otro caso contra Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV, 
Seroconversión por vacunación o infección 
experimental en camellos
Tipo de vacuna/Respuesta
Clostridium perfringens Vacuna con toxoide oleoso y aluminio 
Rickettsia mooseri Infección
Rickettsia prowazeki Infección
Rinderpest Infección
Rabia Vacunas con virus muerto/aluminio
Rift Valley fever MVP22 atenuada
Influenza (bactriano) H1 N1 subtipo/virus aislado
Protección o respuesta celular inducida por 
vacunación o infección experimental en camellos
Respuesta
Camel pox Resistencia a  camel pox
Parapox virus ovis Sin protección
Parapox virus 'camellus' Resistencia eritema contagioso
Tuberculosis Test cutáneo positivo
Papilomas Desaparecen verrugas entre 8-10 dias
Tabla tomada del Handbook of vertebrate inmunology. La tabla muestra en la primera parte los AI 
utilizados en vacunación en camellos y el tipo de vacuna usada (seroconversión por vacunación). 
En la segunda parte se describen las respuestas protectoras o celulares ante otros AI.
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por sus siglas en inglés) en el cual las llamas mostraron seroconversión (aparición de anticuerpos 
séricos específicos) con títulos de Ac de 1/10 a 1/160, estos valores resultaron mucho menores 
que los obtenidos para bovinos y ovinos experimentalmente infectados con el virus [131]. 
 La mayor parte de las determinaciones realizadas en los estudios serológicos 
mencionados se centraron en la descripción de los anticuerpos totales contra el agente infeccioso 
correspondiente. Muy pocos de los estudios han hecho distinciones entre los sub-isotipos 
respondedores. Sin embargo, algunos trabajos –mediante la purificación de sub-isotipos– han 
determinado que (luego de inmunizaciones experimentales en camellos) se producen anticuerpos 
de los tres sub-isotipos de IgG, a excepción de la inmunización con el Ag polisacárido tipo XI de 
Salmonella, que no produce HCAbs. Estos estudios han permitido establecer que los HCAbs 
también puedan producirse contra haptenos, como el arsenilato, feniloxazolona o fosforilcolina, 
hecho que llamó la atención en un primer momento, ya que el sitio de unión para haptenos en Ac 
convencionales se ubica en una cavidad o surco formado entre las cadenas livianas y pesadas, 
una estructura ausente en los HCAbs. 
 En este sentido, otro de los trabajos que se ha ocupado de discriminar los isotipos de 
anticuerpos respondedores, es el que fue llevado sobre alpacas vacunadas contra rabia, tétanos y 
clostridium, entre los dos y cuatro meses de edad [70]. En dicho trabajo los autores caracterizaron 
la respuesta inmune a partir de la inmunización experimental de alpacas de EE.UU. con West Nile 
Virus, un patógeno presente en África. La caracterización serológica fue llevada a cabo mediante 
ELISA de Ac totales, subisotipos y ensayos de seroneutralización. Los animales del grupo 
vacunado desarrollaron títulos seroneutralizantes elevados (que fueron desde 45 a 4096), y 
presentaron todos los subisotipos. Se detectó una gran variación interindividual en la respuesta de 
Ac totales, siendo esta última respuesta pobre, que aumentaba a las tres semanas y luego decaía 
(al año, la DO máxima fue de 0,3). Los autores demostraron también que los subisotipos IgG1 e 
IgG3 neutralizaban eficientemente al virus, pero no así la IgG2. 
 En 2012, los mismos autores [132], realizaron un trabajo similar con Parelaphostrongylus 
tenuis, un AI endémico de la zona donde se realizó el estudio propiamente dicho, para el cual los 
CS son susceptibles y son intermediarios. Las alpacas que participaron del estudio provenían de 
Washington (un estado libre del parásito) y a los animales se los mantuvo en un espacio 
controlado y libre de vegetación (para evitar la infección). La caracterización que realizaron fue 
similar a la del anterior trabajo: realizaron ELISA para Ac totales y subisotipos, pero sumaron 
desafíos con larvas vivas y redesafios al año luego de comenzado el estudio. Definieron tres 
grupos de animales: infección controlada más inmunización con homogenato L3 (grupo I, n = 5), 
grupo blanco (grupo B, n = 5) y grupo centinela con exposición no controlada (grupo C, n = 5). 
Luego del primer desafío oral, 3/5 animales del grupo I, desarrollaron clínica de enfermedad, 
mientras que en el grupo B fueron 2/4 animales y del grupo C ninguno desarrolló la enfermedad. 
Al igual que ocurrió con estudios previos, paradójicamente la enfermedad fue más recurrente en 
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los animales inmunizados. No obstante, los animales fueron tratados y un año después 
redesafiados, y se observó resistencia a la enfermedad. 
 De esta manera parte de la bibliografía muestra que los ensayos de inmunización 
experimental en CS tienen cierta plausibilidad aunque también aparecen limitantes. 
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1) Hipótesis 
 De acuerdo con los antecedentes en el tema, el estatus sanitario de los camélidos 
sudamericanos argentinos merece ser revisado. Asimismo, de acuerdo con la bibliografía citada, 
no queda claro el valor de la serología como indicador del contacto con microorganismos 
infecciosos. Por lo tanto, la hipótesis de trabajo: es que “el estudio de las respuestas activas 
(naturales y artificiales) de los camélidos sudamericanos frente a diferentes agentes 
infecciosos, permitirá valorar a la inmunoserología como indicador de contacto con 
microorganismos”.  
2) Objetivos  
2.A) Objetivo general 
 El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral, es evaluar y caracterizar la 
respuesta inmune humoral de los CS frente AI en distintos modelos antigénicos, con la 
finalidad de determinar el valor que tiene la inmunoserología como marcador del estatus 
sanitario de estos animales. 
2.B) Objetivos particulares 
2.B.1) Producir anticuerpos monoclonales dirigidos contra los distintos isotipos y 
subisotipos de inmunoglobulinas de camélidos sudamericanos  
 Dada la necesidad de contar con reactivos específicos para CS, el primer objetivo 
específico del presente trabajo fue la producción de anticuerpos monoclonales (en ratón), 
específicos para cada isotipo y subisotipo de inmunoglobulinas de CS, para luego utilizarlos en la 
caracterización de la respuesta inmune en los distintos modelos experimentales elegidos. Estos 
anticuerpos monoclonales no están comercialmente disponibles, por lo que su desarrollo 
constituye una herramienta fundamental para el análisis serológico en la especie. 
2.B.2) Selección de modelos experimentales 
El segundo objetivo específico, fue la selección de los modelos experimentales para la 
valoración de la respuesta inmune humoral. Los criterios utilizados para dicha selección fueron: la 
relevancia sanitaria para los Camélidos Sudamericanos; la disponibilidad de antígenos y reactivos; 
la incidencia de la infección en la región. Estos modelos experimentales se los puede agrupar en 
dos: 
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Artificiales: Microorganismo inactivado de uso vacunal. El objetivo fue encontrar un modelo no 
probado aun en la especie y con relevancia sanitaria. 
Naturales: Se buscaron microorganismos comensales y patógenos de los CS. En particular, el 
panel incluyó microorganismos ya descriptos en los camélidos y microorganismos no descriptos. 
Asimismo, junto con el proceso de selección de modelos animales, se procedió a la 
selección de cohortes de animales para la concreción de estudios prospectivos, y ampliación del 
banco de muestras preexistente. 
2.B.3) Caracterización de la respuesta inmune humoral 
 El tercer objetivo específico de este trabajo de Tesis, fue la valoración propiamente dicha 
de la respuesta humoral específica, medida en términos de la producción de anticuerpos en 
muestras de suero de CS. Para ello, considerando los modelos experimentales elegidos, se 
realizó un estudio retrospectivo –cuantitativo y cualitativo– utilizando muestras de una seroteca 
preexistente en el grupo de trabajo, y un estudio prospectivo utilizando cohortes de animales 
seleccionados específicamente para presente el trabajo de Tesis. 
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1) Producción de anticuerpos monoclonales contra inmunoglobulinas 
de camélidos sudamericanos 
 Considerando la desventaja de utilizar sueros policlonales anti isotipos, tal como se había 
concluido a partir de experimentos realizados en el grupo de trabajo, el objetivo de esta primera 
etapa fue producir anticuerpos monoclonales (AcMo) específicos para los isotipos y subisotipos de 
inmunoglobulinas (Ig) presentes en el suero de los CS, tales como IgG e IgM, IgG1, IgG2 e IgG3. 
Con este fin, se empleó la técnica descripta por Milstein [133] y se inmunizaron ratones de la cepa 
BALB/c con el inmunógeno de elección, realizando luego una fusión de los esplenocitos totales 
con células de mieloma de la línea NS0, evaluando los clones con reactividad positiva por ELISA, 
y procediendo luego a su clonado por dilución límite. 
1.A) Preparación de inmunógenos 
 La selección del inmunógeno es uno de los pasos claves que dictaminan el éxito o no, de 
la técnica de producción de AcMo. A la hora de encarar esta tarea, hay dos puntos del proceso de 
mayor relevancia: uno es la selectividad que propicie el inmunógeno y el otro es la capacidad de 
selección de hibridomas positivos. 
1.A.1) Anticuerpos anti IgG1 
 Las diferencias entre este subisotipo y la IgG2 y IgG3 son profundas. Esencialmente, 
además de poseer cadena liviana, la IgG1 contiene el dominio CH1, que está ausente en los 
anticuerpos de cadenas pesadas. A pesar de que el isotipo IgG1 también difiere de los HCAbs, en 
que posee cadena liviana, dichas cadenas están compartidas con la IgM. Por lo tanto, se 
consideró que el dominio CH1 resultaba el mejor candidato para producir anticuerpos específicos. 
En este sentido, el dominio CH1 ya había sido producido en el laboratorio en el marco de la tesis 
doctoral de Natalia Sacodossi (2006), quien había clonado y expresado dicho dominio como 
proteína recombinante en E.coli, unido a la enzima glutation-S-transferasa (CH1-GST) para 
facilitar su purificación [134]. Este fragmento fue analizado por SDS-PAGE previo a su uso y 
posteriormente utilizado como inmunógeno. 
 1.A.2) Anticuerpos anti IgG2 e IgG3 
 Dada las escasas diferencias de secuencia que existen entre los subisotipos de IgG, el 
criterio de selección del inmunógeno se transformó en la variable crítica que dictaminaría el éxito 
del proceso. Para distinguir la IgG2 de la IgG3, que comparten casi toda la secuencia de 
aminoácidos, se apeló al análisis de secuencias diferenciales entre las Ig y la región bisagra 
resultó ser luego de análisis informático el mejor candidato. En dicha región la IgG2 contiene 
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mayor cantidad de aminoácidos que la IgG3 y es donde se dan las diferencias más importantes en 
la secuencia.  
 Se seleccionaron secuencias diferenciales de las regiones bisagra, para construir péptidos 
sintéticos específicos de cada subisotipo. Dado que la IgG2 contiene 3 subsubisotipos (a, b y c), 
se seleccionaron secuencias especificas de cada uno de ellos y se colocaron en tándem para 
formar el “péptido IgG2”. La IgG3 contiene 2 subisotipos (a y b), pero dado que el más 
ampliamente descripto es el a, se fusionó la secuencia diferencial de ésta en un tándem de dos 
repeticiones (por ser muy pequeña para usarla sola). 
 La síntesis de estos péptidos estuvo a cargo de Genbiotech, y las secuencias fueron: 
a) péptido G2: “N” —KPKPEPEGPNPTAEGAHHSEDPS—“C”; 
b) péptido G3: “N” —KGTNEVGGGTNEV—“C”. 
 Los péptidos sintéticos correspondientes a secuencias diferenciales de sus regiones 
bisagra, se acoplaron a una proteína carrier, la KLH (Keyhole limpet hemocyanin). Esta estrategia 
había sido utilizada antes en el grupo de trabajo, para la generación de sueros policlonales de 
conejo, con resultado parcialmente positivo, ya que los sueros tenían títulos bajos [135]. 
Posiblemente, los antecedentes de títulos bajos se debieran a la baja inmunogenicidad de los 
péptidos. Considerando el antecedente, se anticiparon planes de inmunización intensos y largos, 
de los cuales se realizaron varios intentos hasta conseguir los resultados deseados. En la sección 
de resultados de esta tesis doctoral, se describe el último de los intentos, que fue el que brindó 
mejores resultados.  
 Un problema que se deriva del tamaño del antígeno, es que al ser tan pequeño (decena de 
aminoácidos), existe un alta probabilidad de que esa secuencia o una secuencia análoga debido a 
propiedades fisicoquímicas similares (carga, hidrofobicidad) aparezca en otra molécula. Así que 
esta alta especificidad que en principio es deseable, puede volverse en contra de acuerdo con el 
contexto en que se presente su funcionalidad. En parte para sondear estas hipótesis y también 
porque resultó el criterio más razonable, los ensayos de screening se hicieron contra los 
subisotipos de Ig purificados enteros, ya que el interés estaba centrado en contar con un reactivo 
que distinguiera las Ig enteras en el suero de los animales.  
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Tabla III.1: Secuencias aminoacídicas de regiones bisagra de Ig de llama y camello 
 
1.A.3) Anticuerpos anti IgM 
 Se utilizó como inmunógeno a la cadena pesada µ, que difiere significativamente de la 
cadena γ de las IgG. Para ello se purificó la IgM mediante un primer paso de precipitación de Ig 
totales con sulfato de amonio (NH4SO4); para ello se diluyó el suero al medio en una solución 
sobre saturada de dicha sal (la cual se le agrega gota a gota al suero que se encuentra en 
agitación y en baño de hielo), a la cual se dejó en agitación en baño de hielo durante 1 hora y 
media. Luego se centrifugó a 10000 g, y el pellet se lo resuspendió en PBS. Este resuspendido se 
lo dejó dializando toda la noche contra PBS, y posteriormente se realizó la cromatografía de 
exclusión molecular. La IgM purificada por este método, es reducida con β-mercaptoetanol y 
separada por SDS-PAGE al 10%. Luego se toma la cadena pesada de dicho gel, mediante la 
extracción de la banda de interés y se la disgrega en PBS estéril, para la posterior inyección en 
ratones.  
Tipo de Ig Camello Secuencias bisagra Camellos                    Número de  
aminoácidos
Técnica de  
descripción 
Convencional
IgG1b                     EPHG---------GCPCPKCP                                                                           12 cDNA PCR
IgG1a                     ELEIS---EPQPQP—GCTCPKCP                                                            19 cDNA PCR
No convencional 
IgG2a                     EPKI PQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPE—CTCPKCP                      35 DNA genómico 
IgG3                       GTNEV--------------------------CKCPKCP 
          V--------------------------CKCPKCP                                                    12
cDNA PCR 
S e c u e n c i a c i ó n d e 
proteína
Tipo de Ig llama Secuencias bisagra Llamas                            Número de  
aminoácidos
Técnica de  
descripción 
Convencional  
IgG1a                        ELKTP------QPQSQP---------ECRCKLCK                                                19 cDNA PCR
IgG1b                        EPHG-------------------------GCTCPQCP                                                    12 cDNA PCR
No convencional 
IgG2a                       
EPKI PQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPE---CTCPKCP                      
35 cDNA PCR
IgG2b                       
EPKTPKPQPQPQPQPQPN PTAESK—CPKCP                                    
29 cDNA PCR
IgG2c                       
AHHSE-----DPSS-------KCPKCP                                   
15 cDNA PCR
IgG3a  
GTNE---------VCKCPKCP
12 cDNA PCR
IgG3b    
AHHSE-----DPS--------SKCPKCP 
15 cDNA PCR
La tabla III.1 describe la secuencia y el número de aminoácidos de la región bisagra de los distintos 
tipos de Ig convencionales y no convencionales, tanto de camellos como de llamas. A su vez, se 
indica la técnica molecular mediante la cual se describió la secuencia [22, 39, 62].  
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1.B) Purificación de inmunoglobulinas para ELISA screening 
 Las Ig se purificaron de la siguiente manera: en un primer pasaje del suero por una 
columna de proteína G, se pegan la IgG3 y la IgG1 (que luego se eluyen diferencialmente 
utilizando distintos pH), pero no la IgG2 ni la IgM. A este primer paso le sigue el pasaje del volumen 
no retenido por una columna de proteína A, a la cual se pegan la IgG2 y la IgM [39]. 
 La purificación se llevó a cabo sembrando suero de llama diluido en partes iguales con 
buffer fosfato 20 mM pH 7,0, en una columna de Proteína G-Sepharosa acoplada en tándem a 
una columna de Proteína A (ambas columnas HiTrap, GE Healthcare). Luego se realizó una 
elución diferencial de las distintas fracciones de Ig. De la columna de proteína G, se eluyó la IgG3 
utilizando un buffer HAc 0,58% v/v + 0,15 M NaCl (pH 3,5), y posteriormente la IgG1 con buffer 
Gly-HCl 0,1 M (pH 2,7). A partir de la columna de proteína A se eluyó una mezcla de IgG2 e IgM, 
utilizando buffer 0,58% HAc + 0,15 M NaCl (pH 3,5). A su vez, estas dos moléculas se separaron 
por cromatografía de exclusión molecular, utilizando Sephadex G150, y monitoreando los eluatos 
por su absorbancia a 280 nm.  
 El control de pureza de todas las fracciones obtenidas se realizó analizando su 
composición proteica por SDS-PAGE al 10% de acrilamida/bisacrilamida, en condiciones no-
reductoras y reductoras. Se consideraron óptimas aquellas fracciones con una pureza relativa 
igual o superior al 95%, analizado por densitometría de las bandas de los geles teñidos con 
Coomasie blue. Las fracciones así obtenidas fueron neutralizadas con solución de Tris 1 M pH 
11,0, fraccionadas y mantenidas a -20 ºC hasta su uso. 
1.C) Planes de inmunización 
 Se llevaron a cabo sobre ratones de la cepa BALB/c adquiridos al Bioterio Central de la 
Facultad de Veterinaria y del bioterio de la CNEA, utilizando un lote de 5 ratones por cada 
antígeno.  
 Durante estos planes, se inocularon vía intraperitoneal 50 µg de antígeno (en PBS estéril), 
los cuales fueron llevados a 200 µl con adyuvante de Freund completo, siendo este el volumen 
dispensado en cada ratón, en los días 1, 7, 14 y 30. Al cabo de ese plan de inmunización se 
verificó que el título de anticuerpos específicos fuese lo suficientemente alto por medio de un 
ELISA indirecto que se relata en el apartado 1.B.4 de esta misma sección III. Los animales que 
respondieron en los términos esperados fueron sacrificados mediante cámara de CO2.  
 Todo el trabajo realizado sobre animales de experimentación estuvo en conformidad con 
los lineamientos del Council for the International Organizations of Medical Services [136]. 
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1.D) Preparación de hibridomas 
 La preparación de hibridomas, entre esplenocitos y células de mieloma de ratón (NSO), se 
llevó a cabo por el método de fusión con PEG (polietilenglicol de 3500 PM) seguido de 
centrifugación. Las células esplenocíticas obtenidas a partir de los ratones con alto título sérico 
por ELISA de anticuerpos específicos para los antígenos utilizados, se incubaron en relación 5:1 
con células de mieloma de ratón de la cepa NS0, en presencia de PEG. Se mezclaron ambas 
suspensiones de células, se centrifugaron, y se descartó el sobrenadante; el pellet se incubó 
durante 60 segundos en presencia de PEG, luego se lavaron con medio de cultivo sin suero. Se 
las resuspendió en 100 ml de Medio de Fusión (1X PSG, 1X HEPES, 1X Piruvato, 1X Fungizona, 
20 % SFB) y se las dispensó de a 200 µl en 5 microplacas de cultivo de 96 pocillos (TPP).  
1.E) Screening de clones reactivos 
 Se llevó a cabo sensibilizando placas con 1 µg de Ig purificada (100 µl) durante 1 hora a 
37°C. Luego se bloqueó durante toda la noche a 4°C con PBS- leche descremada al 3% (300 µl). 
Luego se incubó con 50 µl de los distintos sobrenadantes de cultivo de los hibridomas. Por último, 
se agregó el Ac conjugado anti ratón (cabra-anti h+l de ratón HRP, Bethyl), en dilución 1/8000 en 
PBS-leche descremada al 1%. La reacción se reveló luego de 30 minutos. Entre cada paso se 
lavó la placa 4 veces. 
1.F) Clonado por dilución límite 
 Se resuspendieron las células de los pocillos de interés, se las contaron empleando una 
cámara de Neubauer modificada, se calculó el volumen en que habrán 230 células, se las llevó a 
9,2 ml con medio de clonado (ídem fusión sin fungizona y con 20% de SPENT –sobrenadante de 
cultivo– de NSO), se dispensó de a 200 µl en 36 pocillos (aproximadamente 5 células por pocillo), 
los 2 ml que restan se los llevó a 10 ml y se los dispensó de a 200 µl en otros 36 pocillos 
(aproximadamente 1 célula por pocillo), los 2,8 ml que quedan se los diluyó al medio y se los 
dispensó de a 200 µl en 24 pocillos. Se consideraron clones de interés todos aquellos hibridomas 
capaces de producir anticuerpos que reconozcan específicamente a un isotipo de Ig de llama por 
sobre los demás. Para evaluar esta especificidad, se estudió la capacidad de cada sobrenadante 
de cultivo para reconocer a los distintos isotipos de Ig purificados por cromatografía de 
pseudoafinidad (y se calculó un índice de selectividad en función de la D. O. frente a cada uno de 
los isotipos de inmunoglobulina previamente purificados). 
1.G) Producción de anticuerpos monoclonales en cantidades óptimas 
 Para este fin, se llevó a cabo la producción de líquido ascítico. Esta técnica, ampliamente 
descripta en la bibliografía, consiste en cebar con un agente adyuvante inoculado por vía 
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intraperitoneal, un lote ratones del mismo background genético que los utilizados durante el plan 
de inmunización. Se utilizaron 100 µl de adyuvante de Freund Incompleto por ratón, y luego de 
dos semanas se les inyectó una alta carga de células del hibridoma de interés (5x105 a 1x106 
células de hibridoma en 0,5 ml), y se colectó luego de 10 días el líquido ascítico acumulado en la 
cavidad peritoneal, que posee una alta concentración del anticuerpo de interés. La presencia de 
anticuerpos específicos se comprobó por la técnica de ELISA (sensibilizando las microplacas con 
el antígeno de interés), y la pureza del anticuerpo se estudió por SDS-PAGE al 10%. 
 En los casos en que los clones no consiguieron generar líquidos ascíticos productivos –en 
términos de presencia de AcMo– se recolectaron sobrenadantes de cultivo de los clones celulares. 
Para esto se hizo la expansión de los clones a placa de 48 pocillos, luego botella de 25 cm2 y 
luego de 75 cm2, con el fin de congelarlos en nitrógeno líquido y recolectar sobrenadantes para 
usarlos como fuente de AcMo en los sucesivos ensayos de caracterización de isotipos. 
2) Seroteca 
  
 La toma de todas las muestras de sangre, se realizó por punción de vena femoral. Las 
muestras se centrifugaron a 3000 g, se separó el suero y luego se lo conservó a -20°C.  
 El grupo de trabajo que integro (LIBAP-IDEHU-CONICET), contaba con una seroteca, 
compuesta por 14 sueros de guanacos salvajes de la provincia de Chubut, colectados durante una 
campaña de esquila efectuada en la estancia “La Rosa”. Dicha seroteca contiene además de 
sueros de llama provenientes de distintas provincias del país, que surgieron de la constante 
colaboración que mantuvo el grupo con otros grupos de trabajo. En particular el grupo contaba 
con 11 muestras de llamas provenientes del altiplano (11 de Abra Pampa Jujuy) y un total de 64 
muestras de llamas fuera del altiplano (24 de Entre Ríos, 25 de Buenos Aires –11 de Facultad 
Veterinaria UBA, 4 de Marcos Paz y 10 de La Plata– y 15 de San Luis.) 
 Para poder llevar a cabo el objetivo principal propuesto para este trabajo de tesis, que es la 
vinculación de la serología con la exposición microbiana, resultó de suma importancia ampliar el 
número de sueros para tener una descripción representativa del estatus serológico de los CS y 
además, contar con grupos de animales a los cuales se tuviera acceso durante el transcurso del 
trabajo, y poder con estos hacer metodologías de detección directa.  
 La ampliación de la seroteca resulta fundamental dado el carácter sanitario al que 
atendieron las determinaciones aquí realizadas. El contar con grupo de animales a los cuales se 
tuviese acceso o “trazables”, resultó de vital utilidad para poder llevar a cabo planes de 
inmunización y poder tomar muestras distintas a la de sangre, como lo son muestras de materia 
fecal e hisopados nasofaríngeos.  
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 En particular esta ampliación estuvo orientada en conseguir animales “trazables” (llamas, 
por ser la forma pecuariamente relevante para el país) oriundos del altiplano argentino y fuera del 
mismo. 
3) Microorganismos infecciosos 
 Se adoptaron los dos criterios de selección de MO que se indican a continuación. 
1) Descripción del agente infeccioso en CS: este criterio de selección se fundamentó en un 
análisis bibliográfico de agentes infecciosos descriptos o detectados en CS. Se tomó en 
cuenta el grado de relevancia en nuestro país del agente en cuestión, de modo de 
seleccionar aquellos que estén circulando en la región. Parte de esta información se 
desprendió de la bibliografía recabada por el grupo de trabajo, y se contrastó con un 
resumen del tema realizado por el College of Veterinary Medicine - Ohio State University 
[137]. 
2) Susceptibilidad en CS: alta susceptibilidad (grupo I OIE) / baja (grupo II OIE) / controvertida 
(grupo III OIE). Estos grupos de susceptibilidad fueron definidos por la OIE (Oficina 
Internacional de Epizootias) [14]. 
• Patologías infecciosas seleccionadas para este estudio, ya descriptas en CS 
 La Enfermedad de Johne, producida por Mycobacterium avium ssp paratuberculosis 
(M. a. p.), se ha observado que produce una desmejora clínica generalizada en CS. Esta 
enfermedad pertenece al grupo I de enfermedades bacterianas de CS según la OIE, lo que implica 
que tiene una relevancia importante en el sentido de la susceptibilidad de la especie. La OIE 
señala que se identificó al agente causal [31], que no hay pruebas serológicas disponibles, y que 
el método de prevención de la diseminación es la eliminación de animales positivos. En camellos, 
la incidencia de seropositividad llega a 40% [32]. De acuerdo con la bibliografía, se trata de una 
enfermedad descripta en bovinos de la República Argentina y tiene una distribución mundial. La 
sintomatología clínica se asocia con el parto y es estacional, siendo el déficit de alimentos un 
factor de predisposición importante. El cultivo de M. a. p. a partir de materia fecal es la “técnica de 
referencia” para el diagnóstico de la enfermedad. Luego el ELISA específico, tiene una 
especificidad en bovinos de 90%, pero una sensibilidad de 55-65%; luego, con menor 
especificidad y sensibilidad se encuentra la tinción de Ziehl-Neelsen de materia fecal.  
 La pasteurelosis es producto de la infección por Pasteurella multocida y Mannheimia 
haemolytica, y produce septicemia hemorrágica. Esta enfermedad pertenece al grupo III de 
enfermedades bacterianas de los CS de acuerdo con la OIE. El agente causal ha sido identificado 
[33], aunque no hay pruebas serológicas, y existe cierta controversia sobre la susceptibilidad y la 
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etiología. Existen reportes en alpacas de Perú de neumonía producto de la infección por estos 
patógenos oportunistas [34,35]. En camellos, la incidencia de seropositividad es del 65-85% [32]. 
 La sarcocistiosis es producida por Sarcosystis aucheniae y Sarcosystis lamacanis, y 
pertenece al grupo I de enfermedades parasitarias de CS de la OIE. La sarcocistiosis constituye 
una enfermedad sin consecuencias significativas sobre la propia salud del animal, pero sí 
ocasiona pérdidas económicas como consecuencia del decomiso de las carnes infectadas debido 
a su aspecto desagradable [30]. Tiene una prevalencia altísima en CS. 
• Patologías infecciosas seleccionadas para este estudio, no descriptas en CS 
 La trichinellosis es causada por Trichinella spiralis y constituye un problema de salud 
pública en Argentina, ya que las autoridades sanitarias en muchos casos subestiman la incidencia 
de la enfermedad, por ineficacia del reporte o subreporte. A su vez, se desconoce el potencial 
lugar de reservorio que pudieran ocupar especies “no estudiadas“ como los CS. Los expertos en 
el tema remarcan la importancia que podría conllevar estos conocimientos en la epidemiología y 
en concreto en la prevención.  
 Numerosos especialistas remarcan la característica endémica de la patología en nuestro 
territorio, con una altísima prevalencia en las provincias de Buenos Aires y Santa Fe. Esta 
patología se transmite por el consumo de carne infectada, tanto en cerdos como en humanos. Es 
una zoonosis que afecta principalmente a las especies carnívoras. A pesar de esto, hay reportes 
de la patología en equinos, producto del consumo de carcasas infectadas durante el pastoreo 
[138]. 
4) Análisis serológico 
4.A) Caracterización semicuantitativa de la respuesta inmune humoral frente a 
agentes infecciosos 
 El presente trabajo de tesis se articuló sobre la base de la colaboración que el grupo de 
trabajo mantuvo con otros grupos de trabajo expertos en cada uno de los agentes infecciosos que 
se analizaron; de otra manera, hubiese sido imposible construir todo los reactivos necesarios para 
el análisis de cada uno de los agentes. Durante este proyecto, se adaptaron las técnicas que 
estos grupos aplicaban para el estudio de los microorganismos en cuestión, generalmente en el 
contexto de otras especies animales (bovinos, porcinos, etc). Esto se enmarcó en una 
transferencia de conocimientos y reactivos para lograr el objetivo propuesto.  
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 Considerando que el análisis acerca de la prevalencia de anticuerpos contra cada 
microorganismo debió realizarse sobre todas las muestras de la seroteca (más de 100), en cada 
ensayo se procesaron todas las muestras, analizando de a un microorganismo por vez. De este 
modo, se restringió la variabilidad natural que posee la técnica de ELISA. Cada suero se procesó 
por duplicado, y los resultados que se informan son el promedio de esos valores. 
 A partir de los Ag y protocolos de ELISA cedidos por los grupos expertos en cada AI y que 
éstos aplican en sus laboratorios, se hizo la adaptación de los mismos para cada sistema. Dicha 
adaptación constó de pruebas piloto con un número restringido de sueros. Estos sueros fueron 
ensayados en distintas diluciones, y se probaron también contra distintas cantidades de Ag 
sensibilizante, tomando como referencia el valor de masa que los grupos de “referencia” utilizan. 
El otro cambio importante es el del Ac conjugado anti especie; la adaptación se realizó mediante la 
prueba con la dilución de Ac conjugado cabra anti-llama h+l HRP (Bethyl) normalmente usada en 
el LIBAP (en función de su respectiva curva de titulación y selección de la dilución cercana al 
EC50) y la adición de dos diluciones más, una del doble y otra de la mitad de la primera original. 
Este Ac conjugado anti llama es el utilizado en todas las técnicas de detección de Ac totales 
realizadas y será referido de ahora en adelante como Ac conjugado anti llama.  
 Las microplacas de fondo plano de 96 pocillos utilizadas en todos los ELISA fueron Nunc 
MaxiSorp.  De aquí en adelante serán referidas como placas.  
 Todas las reacciones se revelaron con 100 µl de la solución de cromógeno TMB (3,3’,5,5’ 
tetramethylbenzydine, Life Technologies) y posterior detención de la reacción con 50 µl del 
sustrato H2SO4 4 N. Estos reactivos al ser utilizados en todos las técnicas de ELISA no se los 
especificará cada vez que se enuncie la reacción de revelado. Lo que sí se especificará, es el 
tiempo que se dejó al sistema en contacto con la solución de cromógeno, lo cual se hizo siempre 
en oscuridad. 
 Las lecturas se hicieron a 450 nm y se obtuvo un valor de densidad óptica (D. O.). El 
equipo de detección espectrofotométrico utilizado para realizar las lecturas de todos los ensayos, 
fue un lector de microplacas Multiskan Ex (Thermo Electron Corporation).  
 La solución de lavado fue PBS-Tween 20 (0,05%). La misma es aplicada en los lavados 
que se realizan, en una cantidad particular, entre cada uno de los pasos del ELISA. En particular, 
se realizaron los lavados posteriormente a la: sensibilización con cada Ag, colocación de sueros y 
colocación de Ac conjugados anti especies. Esta parte del protocolo no se mencionará en cada 
uno de los sistemas a continuación expuestos, si no que se expondrá el número de lavados 
realizados, entre cada paso, al final de la técnica.  
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Mycobacterium avium ssp paratuberculosis (M. a. p.) 
 Los estudios de prevalencia de anticuerpos contra M. a. p. se realizaron en colaboración 
con el grupo de trabajo dirigido por la Dra. Silvia Mundo, que funciona en la Cátedra de 
Inmunología de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires. Dicho 
grupo de trabajo proveyó el material para desarrollar las pruebas preliminares, y transfirió la 
metodología para la detección anticuerpos contra antígeno protoplasmático (PPA, 
Paratuberculosis Protoplasmic Antigen) en ganado bovino, que debió ser adaptada para su 
realización en camélidos. La técnica tiene su fundamento en la preadsorción de anticuerpos 
dirigidos contra micobacterias ambientales, en particular mediante la utilización de M. phlei y para 
conseguir que la reacción sea específica. 
 Para la realización de estos ensayos, se sensibilizaron las placas con 2 µg/pocillo PPA (50 
µl en buffer Carbonato pH=9,6), durante toda la noche a 4°C. En paralelo se hizo una 
preincubación de los sueros en una dilución 1/5 (en una suspensión en PBS de D. O. a 660 nm = 
1,0 de M. phlei) en agitación constante durante 3 horas y a temperatura ambiente, posteriormente 
se deja esa suspensión toda la noche a 4°C. Al otro día, se bloquea la placa con 100 µl de PBS-
leche descremada al 10%, durante 1 hora a 37°C. En paralelo, se centrifugaron los sueros en la 
suspensión de M. phlei a 10000 g, durante 30 minutos a 4°C. Se toma este sobrenadante y se lo 
diluye 1/20 en PBS-leche descremada al 5%, llegando así, a una dilución final de los sueros 
1/100. El experimento continuó al poner 50 µl de cada suero (1/100) en la placa, (antes 
sensibilizada y bloqueada), durante 1 hora a 37°C. Luego se coloca el anticuerpo conjugado anti-
llama en dilución 1/7000 en PBS-leche descremada 5%, durante 1 hora a 37°C.  
 La reacción se reveló en 30 minutos. El número de lavados es de 3 por paso. 
Pasteurella multocida (P. m.) / Mannheimia haemolytica (M. h.) 
 El grupo de Modulación de la Respuesta Inmune (MRI), que funciona en el IDEHU-
CONICET-UBA (Instituto de estudios de la inmunidad humoral) y es dirigido por la Dra. Marcela 
Manghi, proveyó las bacterias muertas por calor, originalmente adquiridas en el Servicio de 
Bacteriología Especial, Departamento Bacteriología de ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán” (Pasteurella 
multocida) y de Biogénesis Bagó (Mannheimia haemolytica). A su vez, el grupo MRI transfirió la 
técnica de ELISA indirecto que ellos desarrollaron para determinar la producción de Ac producto 
de la vacunación en bovinos y ratones con estas bacterias.  
 Las placas fueron sensibilizadas con 100 µl (en buffer PBS) de una suspensión de 1x107 
por pocillo de bacterias muertas por calor las placas. Luego se bloquea con 300 µl PBS-leche 
descremada al 3% por 1 hora a 37°C. Posteriormente, se colocan los sueros en dilución 1/100 en 
PBS-leche descremada 1%, durante 2 horas a 37°C. Por último, se colocan 100 µl del conjugado 
cabra llama en dilución 1/7000 en PBS-leche descremada 1%, durante 1 hora a 37°C.  
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 La reacción se reveló en 10 minutos. El número de lavados fue 3, 4 y 5 respectivamente. 
Sarcocystis aucheniae (S. a.) 
 El estudio de la prevalencia de anticuerpos específicos contra Sarcocystis aucheniae se 
realizó en colaboración con el equipo dirigido por la Dra. Jacobsen, que funciona en el Instituto de 
Patobiología del INTA Castelar. Esta colaboración se realizó en el marco de un proyecto más 
amplio, del cual nuestro grupo de trabajo participa, dirigido por la Dra. Jacobsen, que implica el 
desarrollo de técnicas de diagnóstico de infección por Sarcocystis aucheniae en camélidos 
sudamericanos.  
 A diferencia de los otros ensayos realizados para este proyecto de Tesis, la técnica de 
ELISA que aquí se describe ha sido íntegramente desarrollada por la Dra. Sandra Romero, bajo la 
dirección de la Dra. Jacobsen, y no hubo necesidad de adaptarla a la especie ya que fue 
originalmente diseñada para llamas, si se readaptaron las condiciones de reacción con el fin de 
optimizar algunos de los parámetros.  
 Para realizar la determinación en nuestras muestras de suero, el grupo de la Dra. 
Jacobsen proveyó dos antígenos (Ag) específicos (SA23 y SA72). Al momento de la escritura de 
esta Tesis, dichos antígenos habían sido parcialmente caracterizados en términos de su 
inmunogenicidad, y se obtuvieron electroeluyendo bandas inmunodominantes por WB, a partir de 
geles de poliacrilamida. 
 La técnica se realizó sensibilizando las placas con 0,2 µg/pocillo del Ag (en 100 µl en PBS), 
durante 1 hora a 37°C. Luego se bloquea con 300 µl de leche descremada 3% durante toda la 
noche a 4°C. Posteriormente, se colocan los sueros en dilución 1/100 en PBS-leche descremada 
1%, durante 1 hora a 37°C. Por último, se coloca el conjugado anti-llama en dilución 1/7000 en 
PBS-leche descremada 1%, durante 1 hora a 37°C.  
 La reacción se reveló en 20 minutos. El número de lavados fue 3, 4 y 4 respectivamente. 
Trichinella spiralis (T. s.) 
 La investigación acerca de la presencia de anticuerpos reactivos contra antígenos se 
realizó en colaboración con el grupo de la Dra. Stella Venturiello, que funciona en el Instituto de 
Estudios de la Inmunidad Humoral (IDEHU-CONICET-UBA). Dicho grupo proveyó los cultivos de 
Trichinella spiralis para realizar las improntas para inmunofluorescencia (IFI), y los antígenos de 
Excreción-Secreción (E/S) para realizar los ensayos de ELISA y Western blot (WB). Este antígeno 
se produce por cultivo de larvas obtenidas a partir de animales de experimentación infectados 
(ratas cepa Wistar). El material biológico se procesa, digiere con tripsina, y las larvas se obtienen 
por sucesivos pasos de flotación y sedimentación, hasta clarificar la suspensión. Luego se cultivan 
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en RPMI libre de suero, y se colecta el sobrenadante antes de cumplidas las 16 horas de 
incubación, en estufa gaseada. El sobrenadante se concentra por pervaporación y la calidad del 
producto obtenido se valida por contraste con sueros de reactividad conocida y lotes anteriores de 
antígeno igualmente producidos. Este grupo transfirió la técnica que emplean en cerdos, equinos y 
humanos, y durante el presente trabajo de Tesis se hizo la correspondiente adaptación para 
sueros de CS.  
 La técnica de ELISA se realizó sensibilizando las placas con 0,5 µg/pocillo (50 µl en buffer 
carbonato pH=9,6) del Ag E/S durante 1 hora a 37°C, posteriormente se lo deja durante toda la 
noche a 4°C. Se bloquea con 300 µl de leche descremada 3% durante toda la noche a 4°C. 
Posteriormente, se colocan 100 µl de los sueros en dilución 1/100 en PBS-leche descremada 1% 
durante 1 hora a 37°C. Por último, se colocan 100 µl del conjugado anti-llama en dilución 1/7000 
en PBS-leche descremada 1%, durante 1 hora a 37°C. 
 La reacción se reveló en 15 minutos. El número de lavados fue 3 por paso. 
4.B) Caracterización cualitativa de la respuesta inmune humoral frente a agentes 
infecciosos 
 Los valores de densidad óptica (D. O.) obtenidos para cada animal, en la detección de 
anticuerpos contra cada agente infeccioso, se utilizaron para construir gráficos tipo Box-Plot. Los 
valores atípicos obtenidos en el Box-Plot fueron los que se consideraron como presuntos 
positivos, y fueron los que se utilizaron para las posteriores determinaciones serológicas 
cualitativas. 
 El objetivo principal de esta caracterización fue la determinación de los isotipos y 
subisotipos de Ac que respondieron específicamente contra cada AI. Para medirlos se tuvieron 
que adaptar los ELISA originalmente aplicados para la detección de Ac totales. Lo que se hizo en 
cada uno de los sistemas, fue agregar un paso luego de la exposición de las distintas diluciones 
de los sueros (Ac) al Ag sensibilizante, en el que los complejos –antes formados–, son expuestos 
a las distintas soluciones de los AcMo (en todos los caso el volumen agregado fue 100 µl). Luego 
de este paso se colocó el Ac conjugado cabra anti-ratón h+l HRP (Jackson) en dilución 1/10000 
(PBS-leche descremada 1%), durante 1 hora a 37 °C. Debido a que los AcMo son Ac de ratón (la 
dilución seleccionada se hizo de la misma manera que para el Ac conjugado de llama). El revelado 
se hizo igual que como se expuso anteriormente y en todos los casos fue de media hora. Los 
lavados producto del agregado de un paso, fueron 4. Esto se hizo para todos los MO. 
 Se analizaron las progresiones de los valores de D. O. y avidez (IAR e IA) en sueros de 
animales de los que se tenían muestras seriadas contra M. a .p., S. a. y P. m. / M. h. Algunos 
animales eran naive y otros estuvieron sujetos a plan de inmunización antirrábica. Los valores D. 
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O. provienen del ELISA screening específico para cada MO descripto en el apartado 4.A.1, en 
animales de distintos tiempos. Para obtener información de la avidez de los sueros se hizo un 
adaptación del ELISA screening. El protocolo es idéntico al del ELISA de screening, con el 
agregado de una incubación de 10 minutos con urea 8 M, después del paso de incubación de los 
sueros [139, 140]. Luego se lava 3 veces con PBS-Tween 20 (0,05%) y se sigue con el próximo 
paso de incubación con el conjugado. De esta manera lo que se evalúa es la fuerza global de 
unión de los Ac del suero a los Ag pegados en la placa, ya que la urea es un agente disociante de 
dicha unión. Los resultados se expresan como un porcentaje de la señal remanente luego de la 
exposición con urea, IAR (Índice de avidez relativo) y como el índice relativo pesado por el valor 
total de la señal luego de la urea, IA (Índice de avidez). 
IAR (Índice de avidez relativo) = D. O. con urea * 100 
                                                         D. O. sin urea 
IA (Índice de avidez) = (D. O. con urea )* 100  * (D. O. con urea) 
                                                            D. O. sin urea 
 El IAR expresa la fracción de anticuerpos específicos que permanece unidos al antígeno, 
aún en presencia de un agente caotrópico (urea), y da cuenta de la afinidad general del suero. A 
mayor valor de IAR, mayor avidez general. Por su parte el IA es ese mismo índice corregido por el 
valor absoluto de anticuerpos específicos totales, en tanto el IAR puede dar valores muy altos de 
avidez, aunque la cantidad total de anticuerpos sea cercana a cero. En esos casos, el IA expresa 
algo parecido a la "cantidad" de anticuerpos específicos de alta avidez. 
 Como parte de un control de reacción surgió un tercer parámetro que caracteriza el grado 
de reconocimiento remanente luego de la exposición de los respectivos Ag a una concentración 
8M de urea. De esta forma se desnaturalizan y lo que se puede evaluar es la perdida o no del 
reconocimiento de los Ac al modificar el Ag. Dado que la señal remanente luego de desnaturalizar 
al Ag se debe al reconocimiento de epitopes lineales, el índice se lo denominó reconocimiento 
lineal remanente (RLR). 
RLR (reconocimiento lineal remanente) = (D. O. Ag con urea )* 100  
                                                                           D. O. Ag sin urea 
4.B.1) Pasteurella multocida / Mannheimia haemolytica 
ELISA avidez comparativos con ratones vacunados 
 A los ensayos realizados en llamas y con el fin de conducir una comparación relativa entre 
especies se adicionan ELISA con sueros de ratón sujetos a inmunización experimental. Los 
 63
Sección III. Materiales y métodos
sueros de las llamas y los ratones en todos los grupos que participaron de este conjunto de 
reacciones fueron ensayados 1/1000. El protocolo aplicado en ratones es el mismo antes 
descripto, lo que cambió fueron los sueros y los conjugados. Como conjugado se usó el Ac 
conjugado anti ratón especificado en ELISA isotipos. El tiempo de revelado fue de 20 minutos.  
Western Blot (WB) comparativos con ratones vacunados 
 Se evaluaron por WB los patrones de reconocimiento de los sueros con distinta reactividad 
por ELISA y se compararon dichos patrones con el de los sueros de ratones preinmunes, 
vacunados y desafiados y con sueros de bovinos preinmunes y vacunados. 
 Con las bacterias muertas por calor y sonicadas, se hizo electroforesis en geles de 
poliacrilamida (SDS-PAGE). Las proteínas (30 µg por calle) se separaron en gel resolutivo al 12 %
(Tris-HCl buffer, pH 8.8). Luego se transfirió a PVDF Plus Transfer membrane (0,22 µm GE Water 
& Process Technologies), en un sistema de inmunoblot (Biorad). Luego se incubaron las 
membranas con BSA-PBS-Tween 3% ON a 4°C, posteriormente se incubaron las membranas con 
los sueros de llama/ratón/bovino en dilución 1/100, por 1 hora a temperatura ambiente, y por 
último se agregó el Ac conjugado cabra anti-llama/ratón/bovino, según correspondiera a la especie 
de suero en análisis (h+l HRP Bethyl, en dilución 1/7000,) 1 hora a temperatura ambiente. Entre 
cada paso se hicieron 3 lavados de 5 min con PBS-Tween 20 (0,05%) menos en el último donde 
se lavó con TBS 1X. Las membranas fueron expuestas a luminol y peróxido de hidrógeno en una 
reacción de quimioluminiscencia utilizando un sustrato comercial de peroxidasa (Pierce ECL WB 
Substrate) y posterior revelado en una placa radiográfica (Kodak, Rochester, NY, USA). 
4.B.2) Trichinella spiralis 
Western Blot 
 Se realizó utilizando el mismo antígeno de E/S y el protocolo fue idéntico al desarrollado 
para P. m./M. h. 
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 
 Se realizó utilizando larvas musculares colocadas en medio OCT y luego cortadas y 
montadas como improntas en portaobjetos especialmente preparados (gelatinizados). La 
detección de anticuerpos se realizó conforme los protocolos estándar de IFI, bloqueando la unión 
inespecífica con SFB al 10% durante 1 hora a 37ºC, incubando con las muestras en diluciones 
seriadas al medio desde 1/100 durante 1 hora a 37ºC y revelando con anticuerpos conjugados a 
FITC y observado en microscopio de epifluorescencia (Olympus). Los lavados se realizaron entre 
paso y paso, empleando PBS-Tween 20, al 0,05% v/v.  
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4.C) Técnicas de búsqueda directa de los microorganismos 
 Este estudio se realizó sobre cohortes de animales a las que el grupo de trabajo  accedió 
durante el transcurso del proyecto de tesis. Estas circunstancias permitieron la toma de muestras 
de sangre, materia fecal, biopsias y el seguimiento de los animales en el tiempo, por un período 
de 6 meses. 
4.C.1) Mycobacterium avium ssp paratuberculosis 
 El cultivo de M. a. p., a partir de materia fecal puede llevar hasta 12 semanas para obtener 
colonias visibles. El mismo fue realizado en 8 animales procedentes de Cañuelas y en 23 
animales procedentes de Catamarca; en este último caso la limitante fue la técnica de obtención 
de materia fecal. Esta bacteria es nutricionalmente exigente y su crecimiento depende de 
micobactina. Al ser la muestra muy sucia es necesario el uso de descontaminantes como 
formalina, NaOH, ácido oxálico, etc. El medio de cultivo específico de M. a. p. es el medio Herrold 
con el agregado de yema de huevo y micobactina J (HEYM, Herrold Egg Yolk Medium). 
 Para realizar el cultivo de micobacterias, se tomaron muestras de materia fecal 
directamente del recto del animal, con guante limpio y estéril, y se las conservó a 4ºC hasta su 
procesamiento. Para realizar la siembra en medios de cultivo, se pesó un gramo de muestra y se 
lo disolvió en 35 ml de agua desionizada. Estas suspensiones se utilizaron, por un lado, para 
realizar un extendido y posterior coloración de Ziehl Neelsen [141], y por otro, se mantuvieron en 
agitación (en rotor orbital) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras así 
procesadas fueron dejadas para que decanten durante 10 minutos, y el sobrenadante fue 
recuperado en tubo estéril, para ser centrifugado a 3000 g durante 20 minutos. El sobrenadante 
de este paso fue descartado, y el pellet fue resuspendido en 0,5 ml de una solución que contiene 
100 µg/ml ácido nalidíxico, 100 µg/ml vancomicina y 100 µg/ml de anfotericina, y posteriormente 
incubado durante 24 horas a 37ºC. Una ansada de este material se utilizó para sembrar dos tubos 
pico-de-flauta conteniendo medio HEYM, uno con micobactina J y otro sin (como control) [142]. En 
paralelo, se realizó un extendido y coloración de Ziehl Neelsen sobre el material justo antes de la 
siembra. 
4.C.2) Pasteurella multocida / Mannheimia haemolytica 
 Se realizaron cultivos a partir de hisopados de vías aéreas superiores con el animal vivo y 
de pulmón post-mortem. Ambos tipos de muestra fueron procesados de igual modo. Brevemente, 
los hisopos contenían medio de transporte Amies (Copan Italia S.p.A via Perolti 10 25125 Brescia 
Italy). Los hisopados se cultivaron en agar sangre y BHI. Con la finalidad de analizar la presencia 
de P. m. y M. h., se llevó a cabo una identificación macroscópica de las colonias compatibles 
(colonias pequeñas y transparentes). A partir de colonias que cumplieron dichos criterios, se 
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realizaron repiques en medio agar sangre ovina y se incubaron en condiciones aeróbicas a 37°C 
durante 24 horas. 
 Con estos aislamientos se hizo una caracterización bioquímica, para definir si tenían o no 
las características esperadas. Se utilizó el siguiente criterio de clasificación: catalasa: positivo; 
tinción de gram: cocobacilo negativo; sensibilidad a penicilina y estreptomicina (100 U/ml Gibco, 
Life Technologies) y desarrollo en agar cromogénico (Chromobrit IU, Britania laboratories). Las 
reacciones fueron analizadas 24 horas después de la siembra de entre 1-2 colonias puras, y 
contrastadas contra una cepa de referencia de P. multocida (control positivo) y un aislamiento de 
pulmón de llama, morfológicamente incompatible. 
 Con los aislamientos que superaron el screening bioquímico anterior, se procedió a la 
identificación por medio de MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization–time of flight) 
en el Servicio de Bacteriología del Hospital de Clínicas “José de San Martin”. Brevemente, los 
espectros de masa fueron adquiridos mediante el usó de un espectrómetro de masa MALDI-TOF 
en modo lineal positivo (Microflex, Bruker Daltonics). Como instrumento de calibración se uso un 
estándar bacteriano (BTS, Bruker). La identificación bacteriana se llevó a cabo usando una 
biblioteca de péptidos bacterianos (MALDI Biotyper library 3.0), y análisis través de un software 
específico (Biotyper software version 3.1). En función de lo reportado por Alatoom y colaboradores 
[143], los valores de corte de score (ID) para la identificación fueron: ≥ 1,7 identificación a nivel de 
género; ≥ 2,0 identificación a nivel de especie y un score menor de 1,7 es considerado como 
identificación no confiable.  
4.C.3) Trichinella spiralis 
Triquinoscopía 
 Para realizar la búsqueda directa del parásito, se realizó una digestión pépsica seguida de 
varios pasos de decantación, hasta obtener un material límpido que se observó al microscopio. 
Para ello, brevemente, se colocó la carne en estudio en solución de pepsina-HCl al 1% durante 
1,5 horas, a 37ºC y en agitación. El material así obtenido fue dejado decantar, y el sobrenadante 
fue trasvasado a un nuevo recipiente. Este sobrenadante fue dejado decantar nuevamente, y el 
procedimiento de recuperación se reiteró hasta obtener un sobrenadante límpido, que fue 
mezclado con agar al 3% p/v y sembrado en caja de Petri cuadriculada. La presencia del parásito 
se reveló por observación microscópica del preparado, esperando ver las larvas del parásito con 
su forma característica.  
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4.C.4) Sarcosystis aucheniae 
Biopsias 
 Se realizó la búsqueda de quistes macroscópicos por inspección de muestra de carne de 
faena de un animal de Catamarca. Se buscó en el cuello del animal, que es uno de los lugares 
más recurrentes del parásito. 
4.D) Resumen: panel de microorganismos infecciosos elegidos y técnicas 
desarrolladas 
Microorganismos Criterio de selección Técnicas serológicas 
realizadas
Técnicas de 
búsqueda directa 
Mycobacterium avium 
ssp paratuberculosis
Patógeno descripto en CS, 
susceptibilidad conocida y 
relevancia sanitaria. 
Detectado en bovinos. 
Genera entidad clínica: 
Enfermedad de Johne.
ELISA screening (n=131).
ELISA isotipos (n=6).
ELISA subisotipos (n=6).
Cultivo de materia 
fecal
(n1=8 y n2=23).
Pasteurella multocida
Mannheimia 
haemmolytica
Patógenos oportunistas, 
descriptos en CS, 
susceptibilidad 
controvertida pero con 
relevancia sanitaria. 
Detectado en bovinos. 
Generan entidad clínica: 
Enfermedad Respiratoria 
Bovina (ERB).
Para cada una:
ELISA screening (n=131).
ELISA isotipos (n=6).
ELISA comparativo 
ratones (n=12).
WB (n=15).
Hisopados 
nasofaríngeos 
(n=37).
Sarcocystis aucheniae Patógeno ampliamente 
descripto en CS, 
particularmente en llamas 
argentinas, elevada 
susceptibilidad y relevancia 
pecuaria más que sanitaria 
(motivo de decomiso de 
carne). 
ELISA screening (n=85).
ELISA isotipos (n=6).
Necropsia (n=1).
Trichinella spiralis Patógeno no descripto en 
CS, endémico en Argentina. 
Detectado en equinos, a 
pesar de que el ciclo de 
vida implica consumo de 
carne infectada y estas 
especies son herbívoras. 
ELISA screening (n=65).
WB/IFI (n=27).
ELISA isotipos (n=6).
Triquinoscopía (n=2).
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4.E) Análisis serológicos complementarios 
4.E.1) Acinetobacter lwoffii 
 Considerando que Acinetobacter lwoffii se aisló e identificó por MALDI/TOF de 13 llamas 
provenientes de Catamarca, mientras que de otros animales no se la aisló. Con lo que se tuvo 
para este MO, la premisa de que animales eran cultivo positivo y negativo, situación que fomentó 
la realización de ELISA para intentar diferenciar estos grupos de animales.  
 Para realizar los ensayos se requirió contar con un Ag, para esto las bacterias fueron 
incubadas en medio TBS a 37°C en agitación constante. Luego la mezcla se centrifugó a 4000 
rpm por 15 minutos a 4°C para separar las bacterias, que luego fueron lavadas 3 veces con PBS 
pH 7,4. Posteriormente se resuspendieron en 10 ml de PBS y se sumergieron en nitrógeno líquido 
por 5 minutos; luego el tubo se colocó en un baño de agua a 70°C por 5 minutos. Este 
procedimiento se repitió 3 veces. Por último las bacterias fueron sonicadas en 3 pulsos de 15 
segundos (Transsonic 540 Sonicator, Germany), centrifugadas y el sobrenadante separado por los 
usos propuestos. El contenido de proteínas fue analizado por el método del ácido bicinconínico 
(BCA Pierce) y se conservó a -20°C hasta su uso. Este Ag fue utilizado para realizar ensayos de 
ELISA de screening, estudios de la avidez, detección de isotipos y estudios por WB. 
 Se sensibilizaron placas con 1 µg del Ag (100 µl en PBS), durante 1 hora a 37°C. Luego se 
bloqueó con 300 µl de leche descremada 3% durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se 
colocaron los sueros en dilución 1/100 en PBS-leche descremada 1%, durante 1 hora a 37°C. Por 
último, se colocó el conjugado anti-llama en dilución 1/7000 en PBS-leche descremada 1%, 
durante 1 hora a 37°C. Entre cada paso se lavó 4 veces la placa. La reacción se reveló en 15 
minutos. 
 Para demostrar diferencias en la avidez de los sueros, se hicieron curvas  de 
concentración de urea, en la que el complejo Ag-Ac, fue expuesto a concentraciones crecientes de 
urea, y se determinó la D. O. remanente para cada concentración. Lo que se espera en el caso de 
los sueros con cultivo positivo es que la urea tenga menor efecto negativo.  
Análisis estadístico 
 Los valores de D. O. obtenidos de los ensayos de ELISA fueron analizados de modo 
descriptivo calculando la media, mediana, desviación estándar, tipo de distribución (test de 
normalidad de Shapiro-Wilks). Los animales se clasificaron como positivos y negativos en función 
de su estatus microbiológico, y también se clasificaron las muestras según la Provincia de 
procedencia. Para todos los casos se analizó la presencia de outliers por Método de Hubber. Y se 
usó la misma estrategia de análisis que la utilizada para rabia. 
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 Para analizar diferencias entre positivos y negativos se usó el test de Mann-Whitney. Para 
ver diferencias en D. O. entre las regiones se hizo ANOVA no paramétrico Kruskal-Wallis, seguido 
por el test de Dunn de comparaciones múltiples.  
4.E.2) Complejo Burkholderia cepacia 
 En colaboración con el Laboratorio de Biología Molecular, Servicio de Anatomía Patológica, 
del Hospital de niños “Ricardo Gutiérrez” se estudió la presencia de anticuerpos específicos por 
ELISA contra proteínas de membrana externa (OMP –Outer Membrane Protein–) de B. 
multivorans (Bm - OMP); B. cenocepacia (Bc - OMP); B. stabilis (Bs - OMP); B. vietnamiensis (Bv - 
OMP) y B. ambifaria (Ba - OMP), obtenidas por ese grupo de trabajo y cedidas a nuestro grupo 
para realizar el estudio en CS. 
 Se sensibilizaron microplacas de fondo plano con 0,5 µg del Ag/well (100 µl en buffer 
NaHCO3 pH=9,4), durante toda la noche a 4°C. Luego se bloqueó con 300 µl de PBS-leche 
descremada 3%, durante 2 horas a 37°C. Posteriormente se colocaron los sueros en dilución 
1/100 en PBS-leche descremada 1%, durante toda la noche a 4°C. Por último, se colocó el 
conjugado cabra anti-llama h+l HRP (Bethyl) en dilución 1/7000 en PBS-leche descremada 1%, 
durante 1 hora a 37°C. Entre cada paso se lavó 4 veces la placa. La reacción se reveló luego de 
15 minutos. 
4.E.3) Brucella spp 
 Sobre un conjunto de estas muestras se hizo la determinación por ELISA screening y 
avidez contra Brucella abortus. La técnica desarrollada fue idéntica al ELISA de screening de P. m. 
/ M. h., y el antígeno que se utilizó fue la B. abortus muerta por calor, cedida por el grupo del Dr. 
Baldi que funciona en el IDEHU. 
Aglutinación 
 Sobre la cohorte de animales de Catamarca se hizo la determinación por medio de la 
reacción de BPA, conforme con las recomendaciones del Manual de Diagnóstico Serológico de 
Brucelosis Bovina. Para realizar el estudio se utilizaron portaobjetos de vidrio higienizados con 
alcohol, antígeno BPA (provisto por SENASA) y lámpara para lectura por contraste. Se incubaron 
80 µl de suero de llama con 30 µl de la suspensión antigénica por 4 minutos a temperatura 
ambiente, se agitó y luego se esperó a que se completen 10 minutos de incubación. La lectura de 
los resultados se hizo con la iluminación adecuada. Como controles positivos y negativos se 
usaron sueros de perros de reactividad conocida. 
 69
Sección III. Materiales y métodos
5) Plan de vacunación contra rabia 
 La producción y suministro de los tres tipos de vacunas antirrábicas utilizadas, el 
suministro de los antígenos (Rabipur, Generaciones de Vacunas), así como la evaluación de la 
capacidad neutralizante de los sueros, se realizó (por tener las instalaciones e infraestructura 
adecuadas) en los laboratorios de “Servicio de Vacuna Antirrábica” de ANLIS “Dr. Carlos G. 
Malbrán”, dirigido por el Dr. Oscar Pérez.  
5.A) Estudio “pequeña escala” 
 Este estudio preliminar comenzó en marzo del 2013 y tuvo como finalidad la puesta a 
punto de las condiciones experimentales y la evaluación de la plausibilidad de las estrategias 
probadas en generar una respuesta de Ac medibles. Se ensayaron tres generaciones de vacunas 
antirrábicas en dos animales cada una. La posología fue mono-dosis de 3 UI vía intramuscular. Se 
tomaron muestras de sangre sobre este grupo de 6 animales (procedentes de Cañuelas - Pcia. 
Buenos Aires) antes de la vacunación, a las 2 semanas de la vacunación, a los 2 meses y a los 5 
meses. La toma de muestras se realizó por punción de vena femoral. Posteriormente se 
centrifugaron las muestras de sangre y se conservó el suero para las determinaciones 
serológicas.  
5.A.1) Vacunas utilizadas 
 A continuación se exponen las generaciones de vacunas utilizadas en el estudio 
“preliminar” junto con el número de animales en los cuales fueron ensayadas. 
a) Vacunas de primera generación, producidas por amplificación del virus en tejido nervioso 
de rata lactante y luego inactivado. Esta vacuna fue utilizada hasta 2012 para control de 
rabia canina en zonas endémicas de la Argentina.  
b) Vacunas de segunda generación, producidas por infección viral en cultivo de células BHK, 
luego inactivado; es la que está actualmente en uso en la mayoría de los países del 
mundo. 
c) Vacunas de tercera generación; actualmente en etapa de desarrollo y revisión, basadas en 
la expresión de proteína G viral en virus canarypox recombinantes.  
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5.A.2) Análisis serológico 
ELISA indirecto a “virus total” 
 Se puso a punto un ELISA indirecto comparando distintos Ag sensibilizantes y distintas 
condiciones de reacción. Particularmente, se probaron dos Ag sensibilizantes, constituidos por 
virus rábico utilizado en vacunación animal. El primero de los que se probó provenía de la vacuna 
comercial Verorab, y los resultados obtenidos fueron negativos. Análisis posteriores de SDS-PAGE 
mostraron que dicha vacuna es esencialmente albúmina con una mínima proporción del virus 
(1%). Luego se probó la vacuna Rabipur, en este caso el virus se encuentra purificado y los 
resultados obtenidos fueron satisfactorios y son los que se expondrán en este trabajo de Tesis.  
 La valoración de anticuerpos séricos totales específicos contra el “virus entero” en todos 
los tiempos de sangrías, se hizo en dilución puntual 1/100. La selección de esta dilución esta 
relacionada a qué los títulos de Ac específicos fueron muy bajos y en esta dilución se pudieron 
observar diferencias entre los distintos sueros.  
 Las condiciones y reactivos generales de ELISA son los mismos que los expuestos en el 
apartado 4.A.1 de esta sección.  
 Se sensibilizaron placas con 3 µg/pocillo de virus de rabia de vacuna comercial Rabipur 1 
hora a 37°C. Luego se bloqueó con 300 µl de PBS-leche descremada al 3%, durante 1 hora a 
37°C. Posteriormente, se colocaron los sueros en dilución 1/100 en PBS-leche descremada 1%, 
durante toda la noche a 4°C. Por último, se colocó el conjugado anti-llama en dilución 1/7000 en 
PBS-leche descremada 1%, durante 1 hora a 37°C. La reacción se reveló, luego de 15 minutos. 
Entre cada paso se lavó 4 veces la placa. 
 Al protocolo originalmente desarrollado para medir Ac totales contra el virus entero también 
se le agregaron las adaptaciones correspondientes para medir isotipos y subisotipos 
respondedores y ELISA avidez. Las adaptaciones de los protocolos son iguales a las realizadas 
en la sección 4.B de Materiales y Métodos para los otros sistemas, con la salvedad que la 
concentración de urea utilizada en estos sistemas fue 2,5 M durante 10 minutos, ya que la 
concentración de urea 8 M era demasiado alta y no quedaba señal remanente. Se presume que 
esta avidez está relacionada con la afinidad promedio de los anticuerpos específicos, la cual 
aumenta durante el proceso de maduración de la afinidad de cualquier respuesta inmune 
fisiológica. La expresión de los resultados es igual a la explicada en 4.B. 
ELISA indirecto “glicoproteína G” 
 La glicoproteína G, es la proteína inmunodominante del virus rábico y contra la que se 
montan las respuestas de Ac protectoras, por lo que el conocimiento de la respuesta contra este 
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target viral es fundamental para inferir protección. Dado que no se contaba con el kit comercial 
para ser utilizado en un número elevado de animales, solo se tuvo acceso a 2 placas de ELISA 
sensibilizadas con la glicoproteína G (Platelia BioRad). Estas determinaciones se utilizaron para 
contrastarlas con el ELISA “virus entero”.  
 Se utilizó una placa de ELISA comercial sensibilizada con la glicoproteína G recombinante. 
El protocolo posteriormente desarrollado, fue idéntico al ELISA “virus entero”. Los sueros se 
ensayaron en dilución 1/100 y se hicieron titulaciones a partir de la evaluación de la reactividad de 
las distintas diluciones de los mismos.   
Western Blot 
 Con el fin de analizar el patrón de bandas reconocidas por los sueros inmunizados y 
preinmune, apostando a una diferencia en patrones o intensidades, se hizo WB con dichos 
sueros. Para esto se separó por SDS-PAGE la vacuna de 2 generación, luego se transfirieron las 
proteínas a una membrana de PVDF, posteriormente estas membranas se incubaron con BSA - 
PBS - Tween 20 al 3% durante toda la noche a 4°C. Al otro día, se incubaron las membranas con 
los sueros de llama en dilución 1/100, por 1 hora a temperatura ambiente. Por último, se las 
incubó con el Ac conjugado anti-llama en dilución 1/7000, por 1 hora a temperatura ambiente. 
Entre cada paso se hicieron 3 lavados de 5 minutos en agitación orbital con PBS - Tween 20 
(0,05% v/v), menos en el último paso en el cual se lavó con TBS 1X. Las membranas fueron 
expuestas a luminol y peróxido de hidrógeno en una reacción de quimioluminiscencia (Pierce ECL 
WB Substrate) y reveladas en una placa radiográfica (Kodak, Rochester, NY, USA). 
Estudio funcional de la respuesta inmune humoral 
 El estudio del poder neutralizante de los sueros de los sueros se realizó según los 
procedimientos descriptos en el Manual de Rabia de la OPS y se contrastaron diferentes 
diluciones seriadas de las muestras en estudio contra suero de referencia de la OPS-OMS, con el 
fin de obtener resultados de “potencia de sero-neutralización” comparables estandarizados. Este 
ensayo se realizó en el modelo murino según el protocolo aceptado por la NIH [141], conocido 
como “ensayo de seroneutralización en ratones” (SN).  
 Su fundamento se basa en evaluar la capacidad neutralizante contra el virus de la rabia de 
los sueros de animales inmunizados con la vacuna o candidato vacunal y compararlos contra un 
suero de referencia. Se enfrentan diluciones en base 5 de los sueros, previamente inactivado el 
complemento 30 minutos a 56ºC, con una dosis fija de virus rábicos cepa CVS desafío, 
comprendida entre 12 y 50 DL50. Como estándar se utilizó una inmunoglobulina antirrábica 
comprada al National Institute for Biological Standars and Control (NIBSC). Se incuban las 
mezclas 90 minutos a 37ºC y luego se desafían por vía intracerebral grupos de 8 ratones con 30 µl 
de cada una. Los animales se observaron por 14 días, registrándose la aparición de signos 
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compatibles con la rabia. Las muertes que ocurren dentro de los primeros 4 días se consideran 
inespecíficas. 
 Por el método de Reed y Muench [142, 143] se relacionan las diluciones protectivas 50% 
(DP50) de los sueros a evaluar con aquella obtenida para el suero de referencia, cuyo valor 
asignado es de 1 UI/ml. Y luego, por una regla proporcional, se calcula el título de anticuerpos 
neutralizantes de cada uno de los sueros evaluados. 
5.B) Estudio a “media escala” 
 Esta parte del trabajo en el que se aumentó el número de animales se comenzó en 
diciembre del 2014. Y se hizo sobre un grupo de 35 llamas procedentes de Villa María-Pcia-
Catamarca. En función de los resultados obtenidos en el estudio preliminar se introdujeron 
cambios en la dosis (se administraron 2 dosis de 3 UI/ml separadas por 1 mes), así como también 
se modificaron las vacunas probadas, pues no se probó la primera generación de vacunas y se 
agregó la segunda generación adyuvada con hidróxido de aluminio.  
5.B.1) Vacunas utilizadas 
 A continuación se exponen las generaciones de vacunas utilizadas en el estudio “media 
escala” junto con el número de animales en los cuales fueron ensayadas.  
1. Vacunas de segunda generación (10 animales). 
2. Vacunas de segunda generación adyuvadas con hidróxido de aluminio (15 animales). 
3. Vacunas de tercera generación (10 animales). 
5.B.2) Análisis serológico 
 La valoración de anticuerpos séricos totales específicos contra el virus entero y la avidez 
de los mismos se hizo bajo el mismo protocolo del estudio preliminar, solo que los sueros se 
analizaron únicamente en dilución puntual 1/100. 
 Dado que la determinación de subisotipos de Ac respondedores contra el virus rábico tuvo 
resultados negativos a través de la estrategia antes enunciada, se probó cambiar la estrategia a 
un ELISA de captura, en el cual se sensibilizó la placa con las distintas soluciones de los AcMo. 
Luego se bloqueó con 300 µl de PBS-leche descremada 3%, durante 2 horas a 37°C y se 
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colocaron los sueros en dilución 1/100 en PBS-leche descremada 1%, durante toda la noche a 
4°C. Al otro día, se colocaron 3 µg/pocillo (100 µl de PBS por pocillo) de virus de rabia de Rabipur 
por 1 hora a 37°C. Posteriormente, se colocó un suero de conejo inmunizado con la VSG en 
dilución 1/1000 en PBS-leche descremada 1% por 1 hora a 37ºC. Por último, se colocó un Ac 
conjugado hecho en cabra anti Ig de conejo h+l HRP (Jackson) en dilución 1/5000 en PBS-leche 
descremada 1% por 1 hora a 37ºC. La reacción se reveló luego de 15 minutos. Entre cada paso 
se lavó 4 veces la placa.  
 El suero de conejo utilizado fue producido durante el transcurso de la presente tesis. Para 
esto se utilizaron 6 conejos Californianos. Se ensayaron las mismas estrategias vacunales del 
estudio a “media escala”, en dos conejos cada una. Se inocularon vía subcutánea 3 UI de los 
antígenos (lo que equivale a 1 ml), siendo ese el volumen administrado en cada conejo, en los 
días 1, 7, 14 y 30 del plan de inmunización. En paralelo se fue verificando que los títulos de 
anticuerpos específicos fuesen lo suficientemente altos por medio de un ELISA indirecto a “virus 
entero”, con la modificación de que el Ac conjugado anti Ig conejos h+l HRP estuvo hecho en 
cabra (Jackson) (la selección de la dilución de uso se hizo conforme las otras selecciones de Ac 
conjugados). Una vez finalizado el experimento, los animales fueron sacrificados utilizando 
ketamina/xilazina en dosis para eutanasia, conforme el peso de cada animal, y la sangría final se 
realizó por punción intracardíaca.  
 Para determinar la funcionalidad de los sueros se hizo el ensayo de seroneutralización en 
ratones (SN), en un estudio igual al realizado en el “estudio preliminar”.  
5.C) Análisis serológico retrospectivo de la seroteca 
 Se realizó la valoración de anticuerpos séricos totales específicos contra el virus entero por 
ELISA indirecto en dilución puntual 1/100 de la seroteca del grupo de trabajo, obteniendo D. O. 
puntuales de los distintos animales y medias provinciales. 
 También se hizo el análisis de avidez de estos sueros y se obtuvieron así RAI e IA 
puntuales y medios para cada región. 
 El objetivo de estas determinaciones fue conocer el estatus serológico de animales que no 
estuvieron sujetos a plan de inmunización y tomarlos como “referencia” para inferir respuesta 
inmune activa producto de la vacunación.  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1) Producción de anticuerpos monoclonales específicos para isotipos 
(IgG e IgM) y subisotipos (IgG1, IgG2 e IgG3) de inmunoglobulinas de 
camélidos sudamericanos  
 Se produjeron anticuerpos monoclonales (AcMo) específicos para los isotipos IgG e IgM y 
para los subisotipos IgG1, IgG2 e IgG3 de CS, según el protocolo descripto en Materiales y 
Métodos. 
1.A) Anticuerpo monoclonal anti IgG1 
1.A.1) Caracterización del inmunógeno 
 El grupo de trabajo contaba con el dominio CH1 recombinante y unido a GST, producido 
por Natalia Saccodossi durante su trabajo de tesis doctoral, bajo la dirección de la Dra. Juliana 
Leoni; el mismo está presente exclusivamente en la IgG1 y no en la IgG2 ni IgG3 y por este motivo 
se lo seleccionó para inmunizar los ratones. 
Figura IV.1: SDS-PAGE en condiciones reductoras de reactivo proveniente de cuerpos de inclusión 
de CH1-GST y GST 
!  
PM
(kDa)
96
66
45
30
21
Se observa en la calle 1 el marcador de peso molecular; las calles 
2, 3 y 4 contienen el reactivo CH1-GST (flecha negra muestra la 
banda correspondiente a la construcción) y las calles 5, 6 y 7 
muestran el reactivo GST (flecha roja muestra la banda 
correspondiente). 
                          1          2         3           4         5          6          7
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1.A.2) Plan de inmunización en ratones 
 La respuesta de los ratones fue buena, ya que dos de los cinco mostraron títulos de Ac 
altos (Figura IV.2). Al suero de ratón sacrificado (ratón 2) para extraerle el bazo y hacer la fusión 
con las células NSO, se le realizó el ensayo de reactividad cruzada contra los otros isotipos de Ig 
(Figura IV.3). La misma resultó elevada, aunque el reconocimiento más alto fue contra la IgG1. 
Figura IV.2: Curvas de titulación de los sueros de ratón utilizados en el plan de inmunización 
!  
Figura IV.3: Ensayo de especificidad del suero de ratón elegido para fusión 
!  
Las titulaciones se realizaron a partir de una dilución inicial de 
1/100, y diluciones seriadas al 1/2; el código de colores 
corresponde a cada ratón (rojo=1, azul=2, amarillo=3, violeta=4 
y verde=5). Las líneas corresponden a las curvas sigmoideas 
ajustadas mediante regresión no lineal. 
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Titulaciones del suero de ratón sacrificado; se realizaron a partir 
de una dilución inicial de 1/100 y diluciones seriadas al medio. El 
código de colores corresponde a cada subisotipo ensayado 
(azul=IgG1, amarillo=IgG2, verde=IgG3 y negro=IgM). Las líneas 
corresponden a las curvas sigmoideas ajustadas mediante 
regresión no lineal. 
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1.A.3) Screening de pocillos de fusión y clonado 
 Luego de 15 días de transcurrida la fusión, se hizo la visualización microscópica de los 500 
pocillos de fusión en busca de blastos. En paralelo, se realizó el ensayo de ELISA screening 
contra IgG1. Uno de los pocillos (P4C1) qué contenía blastos fue además el único pocillo positivo 
por ELISA (D. O. =0,476). El clon derivado de este pocillo y su sobrenadante fueron usado en los 
experimentos posteriores.  
 Se evaluó la especificidad (Figura IV.4) y la selectividad (Tabla III.1) del sobrenadante de 
este clon. La selectividad resultó satisfactoria, ya que reconoce la IgG1 por sobre la IgG3 unas 63 
veces más, sobre la IgG2 unas 21 veces más y sobre la IgM unas 4 veces más. Las células de 
este pocillo fueron clonadas por dilución límite y el sobrenadante del pocillo de clonado fue juntado 
y este mismo sobrenadante puro es el que se utilizó para los ensayos posteriores. El isotipo del 
AcMo es IgG1. 
Figura IV.4: Ensayos de especificidad de sobrenadante de cultivo 
!  
Tabla IV.1: Razón de selectividad de sobrenadante de cultivo 
!  
El gráfico muestra las D. O. a 450 nm del sobrenadante de 
cultivo de pocillo de clonado positivo contra cada una de las Ig 
de CS.
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Relación de D. O. desarrollada por el sobrenadante contra los 
distintos subisotipos de Ig respecto del reconocimiento por la IgG1. 
La inversa de esta relación de D. O. representa la selectividad del 
sobrenadante.
IgG1/IgG1 IgG2/IgG1 IgG3/IgG1 IgM/IgG1
Relación 1 0,016 0,047 0,235
1/Relación 1 63 21 4
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1.B) Anticuerpo monoclonal anti IgG2 
1.B.1) Plan de inmunización 
 La respuesta de los ratones fue muy buena, ya que los cinco mostraron títulos de Ac altos. 
El animal elegido (ratón 4) para la producción de hibridomas fue aquél que proporcionó título de 
anticuerpos más alto (Figura IV.5). Se hizo el ensayo para evaluar la reactividad cruzada del ratón 
sacrificado contra los distintos isotipos de Ig (Figura IV.6). La misma fue muy baja, es decir, el 
suero del ratón contiene Ac específicos contra la IgG2. Con el bazo de este ratón se siguió el 
protocolo de producción de AcMo. 
Figura IV.5: Curvas de titulación de los sueros de ratón utilizados en el plan de inmunización 
!  
Figura IV.6: Ensayo de especificidad del suero de ratón elegido para fusión 
!  
La dilución inicial fue de 1/100, y la titulación se realizó con 
diluciones seriadas al cuarto. El código de colores corresponde a 
cada ratón (azul=2, rojo=1, negro=5, amarillo=3 y verde=4). Las 
líneas corresponden a las curvas sigmoideas ajustadas mediante 
regresión no lineal. 
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Curvas de titulación del suero del ratón sacrificado versus los 4 
tipos de Ig de CS. El código de colores corresponde a los 
distintos isotipos y subisotipos de Ig de CS (azul=IgG1, 
amari l lo=IgG2, verde=IgG3 y negro=IgM). Las líneas 
corresponden a las curvas sigmoideas ajustadas mediante 
regresión no lineal.
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1.B.2) Screening de pocillos de fusión y clonado 
 Se obtuvieron más de 20 pocillos de fusión positivos por ELISA screening y para la 
presencia de blastos. Se seleccionaron los clones que mayor D. O. generaron. Los clones 
sufrieron procesos de selección natural, como muerte por inviabilidad celular o falla en la 
producción de Ac debido a la competencia con otros blastos no productores de Ac, que se sabe se 
reproducen mas rápido, son más estables y terminan siendo dominantes. 
 De estos pocillos, dos fueron los que sus sobrenadantes arrojaron la mejor de las 
relaciones señal/reactividad cruzada. Uno de ellos, P3H9 resultó ser el mejor, ya que desarrolló 
una D. O. =2 contra la IgG2 con una alta especificidad (Figura IV.7) y selectividad (Tabla IV.2), ya 
que reconoce la IgG2 sobre la IgG3 unas 14 veces más, 22 veces más sobre la IgG1 y 29 sobre la 
IgM. 
Figura IV.7: Ensayos de especificidad del sobrenadante de cultivo 
Tabla IV.2: Razón de selectividad del sobrenadante de cultivo 
!  
 El sobrenadante de este pocillo de fusión al tener tan alta reactividad y mostrar el 
hibridoma un crecimiento celular notable, fue expandido y su sobrenadante recolectado para 
transformarse en el reactivo utilizado. En paralelo se hizo el clonado del hibridoma, de esta etapa 
IgG1/IgG2 IgG2/IgG2 IgG3/IgG2 IgM/IgG2
Relación 0,046 1 0,073 0,034
1/Relación 22 1 14 29
Relación de D. O. desarrollada por el sobrenadante contra los 
distintos subisotipos de Ig respecto del reconocimiento por la IgG2. 
La inversa de esta relación de D. O. representa la selectividad del 
sobrenadante.
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El gráfico muestras las D. O. a 450 nm de los sobrenadantes 
de cultivo de pocillos de fusión positivos por ELISA screening, 
contra los isotipos y subisotipos de Ig de CS (azul=IgG1, 
amarillo=IgG2, verde=IgG3 y negro=IgM). Los distintos colores 
representan cada uno de los isotipos, para cada uno de los 
sobrenadantes (P2H8 y P3H9).
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del proceso se tienen clones de alta reactividad y son los que junto con las células de fusión, se 
tienen congeladas. El isotipo del AcMo es IgG1. 
1.C) Anticuerpo monoclonal anti IgG3 
1.C.1) Plan de inmunización 
 El plan de inmunización resultó en que uno de los ratones (ratón 5) respondió mucho más 
que el resto, en términos de título de Ac (Figura IV.8). Este ratón fue el que se sacrificó para 
proseguir con el experimento. Se evaluó la reactividad cruzada del suero de este ratón y la misma 
no fue óptima (Figura IV.9), aunque la mayor reactividad es contra la IgG3 y se ve qué en la 
dilución 1/400 es exclusiva contra la misma. 
Figura IV.8: Curvas de titulación de los sueros de ratón utilizados en el plan de inmunización 
!  
Figura IV.9: Ensayo de especificidad del suero de ratón elegido para fusión  
!  
La dilución inicial fue de 1/100, y la titulación se realizó con diluciones 
seriadas al medio. El código de colores corresponde a cada ratón 
(negro=1, azul=2, magenta=3, verde=4 y rojo=5). Las líneas 
corresponden a las curvas sigmoideas ajustadas mediante regresión no 
lineal. 
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Curvas de titulación del suero del ratón sacrificado para la fusión versus los 4 
tipos de Ig descriptas en CS. El código de colores corresponde a los distintos 
isotipos y subisotipos de Ig de CS (azul=IgG1, amarillo=IgG2, verde=IgG3 y 
negro=IgM). Las líneas corresponden a la curvas sigmoideas ajustadas 
mediante regresión no lineal.
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1.C.2) Screening pocillos de fusión y clonado 
 Con el bazo del ratón 5 se siguió el protocolo de producción de AcMo. Se obtuvieron más 
de 30 pocillos de fusión positivos en ELISA de screening y en la presencia de blastos. Los 
procesos de selección son los mismos que los descriptos para el AcMo anti IgG2. A diferencia de 
este último, ninguno de los pocillos de fusión ni clonado del AcMo anti IgG3 alcanzó los requisitos 
de especificidad deseados. Todos presentaron reactividad cruzada con los otros isotipos y luego 
del clonado la especificidad incluso se perdió (reconocen más a la IgG1). 
Figura IV.10: Ensayos de especificidad de sobrenadante de cultivo de pocillos de fusión 
!  
Figura IV.11: Ensayos de especificidad de sobrenadantes de cultivo de pocillos de clonado 
!  
La figura muestra las D. O. a 450 nm de sobrenadantes 
de cultivo de pocillos de fusión positivos por ELISA 
screening, enfrentado contra los isotipos y subisotipos de 
Ig de CS. Los distintos colores representan cada uno de 
los isotipos, para cada uno de los sobrenadantes 
(azul=IgG1, amarillo=IgG2, verde=IgG3 y negro=IgM).
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La figura muestra las D. O. a 450 nm de sobrenadantes 
de cultivo de pocillos de clonado positivos por ELISA 
screening, enfrentado contra los isotipos y subisotipos de 
Ig de CS. Los distintos colores representan cada uno de 
los isotipos, para cada uno de los sobrenadantes 
(azul=IgG1, amarillo=IgG2, verde=IgG3 y negro=IgM).
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 De esta manera los AcMo obtenidos no fueron funcionales a los fines de este proyecto. En 
lugar de ello se utilizó el suero del ratón sacrificado en una dilución 1/500, ya que en esta dilución 
presentaba la mayor diferencia con los otros isotipos (Figura IV.9). 
1.D) Anticuerpo monoclonal anti IgG total 
 La obtención de este reactivo específico en el reconocimiento de los tres subisotipos de 
IgG (IgG1, IgG2 e IgG3) y no de la IgM, se derivó de uno de las estrategias llevadas a cabo para la 
obtención del AcMo anti IgG1. 
 La respuesta de los ratones a la cadena pesada de la IgG1 fue satisfactorio. Uno de los 
ratones (OD) fue el que mejor respondió y fue el que se sacrificó (Figura IV.12). Se siguió con el 
procedimiento de producción de AcMo, y se comprobó en todos los casos reactividad contra IgG1 
pero también contra los otros isotipos en niveles similares. Con la sospecha de que esa reacción 
cruzada se debiera a la presencia de más de un clon productor de AcMo contra los distintos 
subisotipos, se hizo el clonado y en este se observó que la reactividad contra los tres subisotipos 
era similar. También se preparó ascitis con uno de los clones. 
Figura IV.12: Curvas de titulación de los sueros de ratón utilizados en el plan de inmunización 
!  
  
 Se analizaron las ascitis contra los distintos subisotipos de Ig de CS, se comprobó que los 
AcMo producidos en escala mg/ml presentaban títulos altos (>5000) contra los tres subisotipos de 
IgG y no reaccionaban contra la IgM (Figura IV.13). 
La dilución inicial fue de 1/100, y la titulación se 
realizó con diluciones seriadas al medio. El código 
de colores corresponde a cada ratón (rojo=2, 
verde=3 y negro=1). Las líneas corresponden a las 
curvas sigmoideas ajustadas mediante regresión no 
líneal. 
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Figura IV.13: Ensayo de especificidad ascitis 
!  
 Se procedió a la purificación de la ascitis por medio de precipitación salina, y se evaluó que 
el decaimiento de la reactividad por parte del purificado no era muy significativa, con lo que se 
decidió trabajar en los experimentos posteriores con el purificado obtenido en dilución 1/500 
(Figura 17). 
Figura IV.14: Reactividad de Ig purificadas de ascitis y ascitis 
!  
 Se caracterizó el purificado obtenido comparándolo con el conjugado comercial anti Ig de 
llama h+l HRP (Bethyl) en el reconocimiento de Ig de CS (Figura IV.15). Se observa cómo el 
Curvas de titulación de ascitis, versus los 4 tipos de Ig 
descriptas en CS. La dilución inicial fue 1/1000 y la 
titulación se realizó con diluciones seriadas al medio. El 
código de colores corresponde a los distintos isotipos y 
subisotipos de Ig de CS (azul=IgG1, amarillo=IgG2, 
verde=IgG3 y negro=IgM). Las líneas corresponden a las 
curvas sigmoideas ajustadas mediante regresión no 
lineal.
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Curva de titulación de la ascitis pura (rojo) y el purificado de Ig 
de la misma por precipitación salina (negro). La dilución inicial 
fue de 1/100, y la titulación se realizó con diluciones seriadas al 
medio. Las líneas corresponden a las curvas sigmoideas 
ajustadas mediante regresión no lineal. 
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reconocimiento del conjugado comercial es mejor para las tres IgG y para la IgM, que el AcMo no 
detecta. También se observa que el reconocimiento del AcMo contra la IgG3 es mejor que contra 
los otros subisotipos. Por último, se caracterizó el isotipo del AcMo generado, siendo el mismo 
IgG1. 
Figura IV.15: Reactividad comparada de purificado de ascitis versus conjugado comercial 
!  
(  
1.E) Anticuerpo monoclonal anti IgM 
 La respuesta de los ratones vacunados con la cadena paseada µ fue óptima, pues todos 
respondieron con títulos altos de Ac (Figura IV.16). Se seleccionó uno de ellos y se prosiguió con 
el protocolo de producción de AcMo. En el screening del pocillo de fusión, se observó el 
reconocimiento diferencial de la IgM por sobre las demás Ig de CS, siendo además elevado. 
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Curva de titulación de la ascitis purificada (rojo) y conjugado comercial anti Ig 
totales de llama (negro), para cada uno de los isotipos de llama. La dilución inicial 
fue de 1/1000, y la titulación se realizó con diluciones seriadas al medio. Las 
líneas corresponden a las curvas sigmoideas ajustadas mediante regresión no 
lineal. 
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Figura IV.16: Curvas de titulación de los sueros de ratón utilizados en el plan de inmunización 
!  
Figura IV.17: Reactividad de sobrenadante de cultivo 
!  
 Para obtener Ac en escala mg/ml se produjo ascitis con el clon de mayor reactividad, 
siendo el resultado satisfactorio (Figura IV.18). Para mejorar el reactivo, se purificó la ascitis por 
cromatografía de exclusión molecular, ya que el isotipo del AcMo fue IgM, la cual tiene un peso 
molecular lo suficientemente diferente de las otras Ig del suero de CS. La reactividad de los 
purificados fue excelente y así se cuenta con el AcMo purificado y de alta reactividad (Figura IV.
18). 
La dilución inicial fue de 1/100, y la titulación se realizó con 
diluciones seriadas al 1/2. El código de colores corresponde a 
cada ratón (rojo=1, verde=2, naranja=3 y violeta=4). Las líneas 
corresponden a las curvas sigmoideas ajustadas mediante 
regresión no lineal. 
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Curvas de titulación de sobrenadante de cultivo de pocillos de 
clonado positivos por ELISA screening. Se comparó la reactividad de 
sobrenadante provenientes de placas de 24 pocillos (negro) y de 
botellas de 75 cm2 (rojo).
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Figura IV.18: Reactividad de ascitis y fracciones purificadas del AcMo anti IgM 
!  
1.F) Purificación de inmunoglobulinas de llama para ELISA 
1.F.1) Cromatografía de pseudoafinidad 
 Con el fin de purificar las distintas subclases de Ig, las muestras de suero fueron diluidas 
en buffer siembra (fosfato 20 mM pH 7,0) y sembradas en una columna de proteína G acoplada 
con una de proteína A. Luego, las columnas se separaron y las proteínas retenidas se eluyeron 
utilizando buffers de distinto pH (ver Materiales y Métodos, Sección III, 1.B.) 
 Para evaluar el rendimiento de la purificación, se analizó la composición por SDS-PAGE 
(Figuras IV.19, IV.20 y IV.21) de las fracciones de mayor concentración proteica correspondientes 
a los picos de elución: Nº2 (de la columna con Proteína G, se eluye en un primer momento con 
buffer pH 3,5, la IgG3), Nº3 (De la columna con Proteína A en ese mismo tándem se eluye con el 
mismo buffer pH 3,5, la IgG2) y Nº4 (de la columna con Proteína G, se eluye posteriormente con 
buffer pH 2,7, la IgG1), el pico Nº1 corresponde al no pegado, que contiene principalmente 
albúmina. 
Curva de titulación de la ascitis a IgM pura (en negro), la dilución 
inicial fue de 1/10000, y la titulación se realizó con diluciones 
seriadas al 1/2. Curva de titulación de pooles de ascitis a IgM 
purificada (en rojo), la dilución inicial fue de 1/100, y la titulación 
se realizó con diluciones seriadas al medio. Las líneas 
corresponden a las curvas sigmoideas ajustadas mediante 
regresión no lineal.
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Figura IV.19: SDS-PAGE de eluatos de cromatografía de pseudoafinidad en condiciones no 
reductoras 
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Las dos primeras calles contienen el marcador de peso molecular (PM); 
sigue en la calle 3 el suero diluido 1/10; en calle 4 el no pegado puro; en 
calle 7 el no pegado en dilución 1/10; en calle 8 el eluato de pico de 
proteína A pH 3,5 (IgM + IgG2); en calle 9 el eluato de pico de proteína G 
pH 3,5 (IgG3) y en calle 10 el eluato de proteína G pH 2,7 (IgG1). La 
flecha roja indica la IgG1 entera de calle 10, la flecha verde indica la IgG3 
entera de calle 9 y la flecha azul indica la IgG2 de calle 10.
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Figura IV.20: SDS-PAGE de eluatos de cromatografía de pseudoafinidad en condiciones reductoras 
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  1        2        3       4        5      6                  7        8          9        10
Las calle 1 contiene el marcador de peso molecular (PM); la calle 2 no tiene nada; 
la calle 3 el suero diluido 1/10; en calle 4 el no pegado puro; en calle 7 el no 
pegado en dilución 1/10; en calle 8 el eluato de pico de proteína A pH 3,5 (IgG2); 
en calle 9 el eluato de pico de proteína G pH 3,5 (IgG3) y en calle 10 el eluato de 
proteína G pH 2,7 (IgG1). La flecha superior roja indica la cadena pesada y la 
inferior la liviana de la IgG1 de calle 10, la flecha verde indica la IgG3 entera de 
calle 9 y la flecha azul indica la IgG2 de calle 10. 
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1.F.2) Cromatografía de exclusión molecular 
 Con el fin de purificar la IgM del suero de CS, se sembró en una columna de Sephadex 
G150 las Ig purificadas por precipitación con sulfato de amonio del suero de una llama. Se eligió 
esta estrategia de purificación dada la diferencia que presenta en su peso molecular respecto de 
las otras Ig. Para evaluar el rendimiento de la purificación en términos de pureza, se analizó por 
SDS-PAGE los eluatos correspondientes a los picos. 
                                                                                
Figura IV.21: SDS-PAGE eluatos de cromatografía de exclusión molecular de IgM purificada para 
utilizar en ELISA (condición reductora) 
!  
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La calle 1 corresponde al marcador de peso molecular (PM), luego le siguen 11 
calles correspondientes a fracciones del pico de IgM en eluatos de purificación 
por exclusión molecular. La flecha roja superior muestra la cadena pesada y la 
inferior la liviana de la IgM.
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2) Ampliación de seroteca 
 Para llevar a cabo este trabajo se contactó al dueño de la estancia “Los Cedros” Pablo 
Llaver, ubicada en Cañuelas, provincia de Buenos Aires. En la misma se crían y mantienen con 
fines escénicos llamas y alpacas, y se los vende vivos. El dueño del campo, durante el período de 
1 año, nos permitió llevar a cabo distintos experimentos con un grupo de 8 llamas (grupo G8). De 
todas se obtuvieron muestras de sangre y materia fecal. Seis de las mismas estuvieron sujetas a 
plan de inmunización antirrábico y componen los animales de la llamada “ensayo pequeña 
escala”, que se llevó a cabo durante el año 2013.  
 En el año 2014, logramos que un productor de llamas del altiplano argentino,  Armando 
Escalante, ubicado más precisamente en el cerro La Hoyada, Santa María, provincia de 
Catamarca, nos permitiera experimentar con un grupo de sus animales. Se obtuvieron muestras 
de sangre de 38 llamas, se realizaron hisopados nasofaríngeos en el conjunto de los animales y 
sobre 23 de los mismos, se obtuvieron muestras de materia fecal.   
 En resumen, en el transcurso de esta tesis, se logró ampliar el banco de muestras que 
componen la seroteca del grupo de trabajo con 46 sueros, y sumados a los 75 que el grupo 
poseía da un total de 121. Además en el transcurso de la tesis el grupo de la Dra. Jacobsen cedió 
muestras de 10 animales más provenientes de Jujuy. Con lo que el número final de sueros que 
componen la seroteca fue de 131 (el 35% de los mismos fueron obtenidos en trabajo de campo en 
la presente tesis). 
Muestras de Llamas provenientes del altiplano (59): 21 Jujuy y 38 Catamarca. 
Muestras de Llamas fuera del altiplano (64): 24 de Entre Ríos, 33 de Buenos aires (Facultad  de 
Veterinaria UBA 11, Marcos Paz 4, Cañuelas 8, y La Plata 10) y 15 de San Luis.  
Muestras  de guanacos (14): 14 de Chubut. 
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Figura IV.22: Procedencia de muestras de seroteca 
!  
 En resumen, la seroteca se consolidó como un conjunto de muestras de procedencia 
diversa, en tanto han sido tomadas de animales de diferentes partes del territorio argentino. Si 
bien no alcanzan a ser representativas de cada una de las regiones de procedencia, permiten 
detectar ciertos perfiles o patrones que se discuten más adelante, en la siguiente sección. En 
términos de análisis estadístico, el número de muestras por región –que es disímil– complica la 
elección de los tests estadísticos, que aquí se ha resuelto utilizando análisis no paramétricos, o 
simplemente no profundizando en la significación estadística de algunos resultados.  
Altiplano
Extra-Altiplano
Patagonia 
Procedencia de muestras según región
Buenos Aires
Catamarca
Chubut
Entre Ríos Jujuy
San Luis
Procedencia de muestras según provincia
Muestras de animales según región geográfica-izquierda (Altiplano, Extra-Altiplano y Patagonia) 
y según Provincias-derecha (Catamarca, Chubut, Entre Ríos, Jujuy, San Luis, Buenos Aires).
 92
Sección IV. Resultados
3) Análisis serológico 
 Mediante la utilización de los reactivos de detección inmunológicos generados en la 
presente Tesis (anticuerpos monoclonales y sueros específicos) junto con los reactivos 
comerciales que posee el grupo de trabajo, se determinó la presencia de Ac reactivos frente a un 
panel de microorganismos con capacidad de infección conocida en CS y/o en bovinos. Dichas 
determinacioens se realizaron sobre el conjunto de muestras de suero que conforman la seroteca 
del grupo. Sobre la mayor parte de estas muestras, no se tuvo la posibilidad de rastrear a los 
animales, sumado a que clínicamente se tenía poco conocimiento sobre esos animales. 
 La primer parte (A) de esta sección detalla la caracterización –que se desprende del 
análisis de las D. O. 450 nm– de la respuesta inmune humoral a partir de ELISA indirecto 
realizados con el conjugado comercial anti Ig totales de llama.  
 La segunda parte (B) de esta sección detalla la caracterización cualitativa de la respuesta 
inmune humoral frente a cada uno de los microorganismos. En la misma se aplicaron distintas 
técnicas serológicas para complementar la caracterización a D. O. 450 nm y tratar de diferenciar 
las respuestas. Las técnicas desarrolladas no fueron homogéneas entre los distintos AI, debido 
fundamentalmente a disponibilidad de reactivos.  
 En la tercera parte de esta sección (C), se procedió a la búsqueda directa de los MO, para 
relacionar los resultados con las serologías previamente realizadas. De modo de poder entender 
si la presencia de los AI se relaciona con la presencia de Ac. Estas determinaciones se condujeron 
sobre las muestras de animales a las cuales se tuvo acceso durante la presente tesis.  
3.A) Caracterización por ELISA indirecto 
Todos los experimentos se llevaron a cabo en simultáneo, es decir, toda la seroteca en un 
mismo experimento para cada AI y por duplicado. A continuación, se exponen los valores de D. O. 
450 nm desarrollados en ELISA indirecto para cada AI analizado por los sueros que componen la 
seroteca del grupo de trabajo.  
 Con el fin de analizar las distribuciones arrojadas por los valores de D. O. se optó por 
representarlos en dos gráficos, por un lado el Box-Plot y por otro el histograma de densidad. El 
Box-Plot, muestra la mediana como la línea negra gruesa dentro de la caja; los extremos de esa 
caja son los cuartiles inferiores y superiores, y las líneas de punto seguidas de una línea negra 
suave, representan la distancia de 1,5*cuartil inferior hacia abajo y 1,5*cuartil superior hacia 
arriba. La distancia dentro de la caja entre los cuartiles inferiores y superiores representa la 
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variación de los datos. En el histograma de densidad, el alto de las barras representa la densidad 
de datos contenidos, es decir, la frecuencia relativa porcentual/ancho de clase. 
3.A.1) Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (M. a. p.) 
 La distribución de D. O. a 450 nm a partir del ELISA contra M. a. p., se caracteriza por ser 
asimétrica. La mayoría de los valores son bajos y un subgrupo de sueros desarrollaron valores 
altos (Figura IV.23), que se visualizan en el Box-Plot como los puntos alejados de la caja y el 
bigote. 
Figura IV.23: Análisis ELISA indirecto para M. a. p. 
!  
 Las medianas de los valores de D. O. de los animales de las distintas provincias es similar. 
La variación que se presenta entre los animales de distintas provincias es heterogénea, 
representada por la distancia entre los bigotes. La variación que ocurre en los animales de Jujuy, 
es mucho mayor que en el resto. Todas las provincias contienen valores atípicos (Figura IV.24).
  
Histograma de densidad (izquierda) y Box-Plot 
(derecha) de las D. O. 450 nm de ELISA de Ac 
totales en suero de llama y guanaco reactivos frente 
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Figura IV.24: Análisis ELISA indirecto para M. a. p. discriminando por provincia 
!  
3.A.2) Mannheimia haemolytica (M. h.) 
 La distribución de D. O. a 450 nm a partir del ELISA contra M. h., se caracteriza por ser 
simétrica. La media y mediana de este grupo esta alrededor de D. O. =1. También puede 
observarse un único valor atípico en el Box-Plot (Figura IV.25). 
Figura IV.25: Análisis ELISA indirecto para M. h. 
!  
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Gráficos de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales 
reactivos frente a M. a. p., discriminando los sueros según la provincia de procedencia.
Histograma de densidad y Box-Plot de las D. O. 
450 nm de ELISA de Ac totales en suero de llama y 
guanaco reactivos frente a M. h. Ambos gráficos 
contienen las determinaciones de toda la seroteca.
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 Las medianas de los valores de D. O. de los animales de las distintas provincias es similar. 
Pero la variación es heterogénea entre los animales de las distintas provincias. El único valor 
atípico proviene de un animal de la provincia de Jujuy (Figura IV.26). 
Figura IV.26: Análisis ELISA indirecto para M. h. discriminando por provincia 
!  
3.A.3) Pasteurella multocida (P. m) 
 La distribución de D. O. a 450 nm a partir del ELISA contra P. m., se caracterizó por ser 
simétrica. La media y mediana de este grupo resultó alrededor de un valor de D. O. =1,5. No se 
observan valores atípicos en el Box-Plot (Figura IV.27). 
Figura IV.27: Análisis ELISA indirecto para P. m. 
!  
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Gráficos de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales reactivos 
frente a M. h, discriminando los sueros según la provincia de procedencia.
Histograma de densidad y Box-Plot de las D. O. a 450 nm de 
ELISA de Ac totales en suero de llama y guanaco reactivos 
frente a P. m. Ambos gráficos contienen las determinaciones 
de toda la seroteca. 
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 Las medianas de los valores de D. O. de los animales de las diferentes provincias son 
distintas. Pareciera haber dos grupos de provincias en función del valor de su mediana: uno de D. 
O. alrededor de 1 (Catamarca, Entre Ríos y Jujuy) y otro de D. O. mayor a 1 (Buenos Aires, 
Chubut y San Luis). La variación es similar entre los animales de las distintas provincias, salvo la 
de Buenos Aires que es mayor a la del resto. Al hacer la distinción entre provincias aparecen 
valores atípicos regionales en las provincias de Entre Ríos y Jujuy (Figura IV.28). 
Figura IV.28: Análisis ELISA indirecto para P. m. discriminando por provincia 
!  
3.A.4) Sarcocystis aucheniae (S. a.) 
 La distribución de D. O. a 450 nm a partir del ELISA contra S. a., se caracterizó por ser 
asimétrica. La mayoría de los valores son bajos y un subgrupo de sueros desarrollaron valores 
altos, que se visualizan en el Box-Plot como los puntos alejados de la caja y el bigote (Figura IV.
29). A diferencia de M. a. p., este subgrupo de alta D. O. es menos prevalente, aunque la cantidad 
de animales ensayados para S. a. fue menor, ya que no se analizaron animales provenientes de 
Chubut ni San Luis, por contar con poco Ag de ELISA. 
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Gráficos de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales 
reactivos frente a P. m., discriminando los sueros según la provincia de procedencia.
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Figura IV.29: Análisis ELISA indirecto para S. a. 
!  
 Las medianas de los valores de D. O. de los animales provenientes de distintas provincias 
son similares. La variación de los valores de D. O. difiere entre las provincias, siendo la de Jujuy la 
mayor. Se observa que la mayor parte de los valores atípicos corresponde a la provincia de 
Catamarca (Entre Ríos es la otra provincia que muestra un valor atípico) (Figura IV.30). 
Figura IV.30: Análisis ELISA indirecto para S. a. discriminando por provincia 
!  
Histograma de densidad y Box-Plot de las D. O. a 450 nm 
de ELISA de Ac totales en suero de llama reactivos frente 
a S. a. Ambos gráficos contienen las determinaciones de 
toda la seroteca, menos las muestras provenientes de 
Chubut y San Luis.
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Gráficos de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales 
reactivos frente a S. a., discriminando los sueros según la provincia de procedencia, 
no se cuenta con la información de las provincias de Chubut ni San Luis.
Buenos Aires Catamarca Chubut Entre Rios Jujuy San Luis
0.
0
0.
5
1.
0
1.
5
2.
0
2.
5
3.
0
D
. O
. 4
50
 n
m
 98
Sección IV. Resultados
3.A.5) Trichinella spiralis (T. s.) 
 La distribución de D. O. a 450 nm a partir del ELISA contra T. s., se caracterizó por ser 
simétrica con valores atípicos ubicados en D. O. mayores a 0,6 (Figura IV.31). 
Figura IV.31: Análisis ELISA indirecto para T. s. 
!  
 Las medianas de los valores de D. O. de los animales provenientes de distintas provincias 
son similares, con una leve superioridad en Buenos Aires. La variación de los valores de D. O. 
difiere entre las provincias, siendo la de Buenos Aires la mayor. El único valor atípico corresponde 
a la provincia de Catamarca cuando se hace la distinción de los sueros entre provincias (Figura IV.
32). Los valores atípicos que se presentan en el análisis de todos los sueros en conjunto, 
corresponden a la provincia de Buenos Aires, los mismos desaparecen cuando se la analizó por 
separado, debido a que como grupo presenta un valor promedio elevado de D. O. 
Histograma de densidad y Box-Plot de las D. O. a 
450 nm de ELISA de Ac totales en suero de llama 
reactivos frente a T. s. Ambos gráficos contienen 
las determinaciones de toda la seroteca, menos 
las muestras provenientes de Entre Ríos y Jujuy.
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Figura IV.32: Análisis ELISA indirecto para T. s. discriminando por provincia 
!  
3.B) Caracterización cualitativa 
 A partir de las determinaciones por ELISA indirecto, se seleccionaron aquellos sueros que 
desarrollaron D. O. elevadas. Con estos sueros se realizaron las determinaciones cualitativas para 
intentar diferenciar y caracterizar esa presunta positividad serológica. 
3.B.1) Mycobacterium avium ssp paratuberculosis (M. a. p.) 
 El isotipo de respuesta en todos los casos es IgG (Figura IV.33A). Cuando se pudo 
determinar el subisotipo de respuesta, el mismo fue IgG3 e IgG1. El primero se observó en 2 
animales como isotipo individual de respuesta y el segundo en un solo animal. En otro animal se 
observaron ambos isotipos (Figura IV.33B). 
Gráficos de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales 
reactivos frente a T. s., discriminando los sueros según la provincia de 
procedencia, no se cuenta con la información de las provincias de Entre Ríos ni 
Jujuy.
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Figura IV.33: Determinación de isotipos y subisotipos respondedores 
!  
 Se observa en la Figura IV.34 que la avidez de los sueros de los animales procedentes de 
la provincia de Buenos Aires, representada por el parámetro IAR, es constante en el tiempo. Hay 
una disminución no muy pronunciada en el valor de D. O. entre los distintos tiempos, que se 
refleja en el parámetro IA. El grado de inespecificidad de los Ac es elevado, esto se aprecia en el 
parámetro RLR (Reconocimiento Lineal Remanente); el mismo muestra la relación entre las D. O. 
desarrolladas por los sueros ante el Ag nativo y el Ag desnaturalizado con urea. Valores mayores 
a 100% implican que los sueros reconocen más al Ag desnaturalizado que al Ag nativo 
(desarrollan más señal frente al Ag desnaturalizado). Es decir, que la pérdida de la conformación 
del Ag y con esto la pérdida de determinantes Ag conformacionales y el aumento de los 
determinantes lineales, afecta la señal desarrollada aumentándola (Figura IV.34). 
Figura IV.34: Análisis de avidez y D. O. en el tiempo en animales de Buenos Aires 
!  
Los gráficos muestran los promedios de las D. O. a 450 nm desarrolladas por distintos sueros 
-en dilución puntual 1/100- de llama (eje x) en ELISA contra M. a. p. discriminando: A) 
Isotipos respondedores utilizando AcMo anti isotipo: anti IgG (en rojo), anti IgM (en amarillo), 
y anti Ig totales (en azul). B) Subisotipos de IgG respondedores utilizando AcMo anti 
subisotipos: anti IgG1 en azul, anti IgG2 en amarillo y anti IgG3 en verde.
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Gráficos de índices de avidez (izquierda) y D. O. por ELISA (derecha) de sueros de dos animales, 
en dos tiempos diferentes (0 y 90 días). En el gráfico de la izquierda se representan los % de IAR 
(amarillo), IA (rojo) y RLR (verde), para los distintos tiempo. En el gráfico de la derecha se observa 
la D. O. a 450 nm correspondiente al ELISA de Ac totales de M. a. p. para cada tiempo. 
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 La avidez de los sueros de los animales procedentes de la provincia de Catamarca, 
representada por el parámetro IAR, aumenta en el tiempo. El valor de D. O. entre los distintos 
tiempos es relativamente constante, aunque se ve cierta tendencia a disminuir. El grado de 
inespecificidad de los Ac no se aprecia en el parámetro RLR, la perdida de la conformación del Ag 
y con esto la perdida de determinantes Ag, afecta el reconocimiento, disminuyendo la señal 
porcentual. Esto podría indicar cierta especificidad en la respuesta (Figura IV.35). 
Figura IV.35: Análisis de avidez y D. O. en el tiempo en animales de Catamarca 
!  
3.B.2) Mannheimia haemolytica (M. h) 
 El isotipo de respuesta en todos los casos es IgG (Figura IV.36A). Cuando se pudo 
determinar el subisotipo de respuesta, el mismo fue IgG2 (Figura IV.36B). 
Gráficos de índices de avidez (izquierda) y D. O. por ELISA (derecha) de sueros de seis animales, en 
tres tiempos diferentes (0, 15 y 60 días). En el gráfico de la izquierda se representan los % de IAR 
(amarillo), IA (rojo) y RLR (verde), para los distintos tiempo. En el gráfico de la derecha se observa la 
D. O. a 450 nm correspondiente al ELISA de Ac totales de M. a. p. para cada tiempo. 
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Figura IV.36: Determinación de isotipos y subisotipos respondedores 
!  
 Se observa que la avidez representada por el parámetro IAR y la D. O. de animales 
procedentes de la provincia de Catamarca, es constante en el tiempo (Figura IV.37). El parámetro 
IA muestra un aumento en el tiempo, el cual no se explica por un mero aumento de la D. O., ya 
que la misma es en promedio constante. 
Figura IV.37: Análisis de avidez en el tiempo 
!  
 Se observa que la D. O. y la avidez representada por el IA de los sueros de las llamas está 
a la altura de los ratones vacunados con los dos tipos de vacunas, habiendo una diferencia 
significativa con los ratones preinmune y controles (Figura IV.38). Es decir, las llamas tienen una 
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Los gráficos muestran los promedios de las D. O. a 450 nm desarrolladas por distintos sueros 
-en dilución puntual 1/100- de llama (eje x) en ELISA contra M. h. discriminando: A) Isotipos 
respondedores utilizando AcMo anti isotipo: anti IgG (en rojo), anti IgM (en amarillo), y anti Ig 
totales (en azul). B) Subisotipos de IgG respondedores utilizando AcMo anti subisotipos: anti 
IgG1 en azul, anti IgG2 en amarillo y anti IgG3 en verde.
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Gráficos de índices de avidez (izquierda) y D. O. por ELISA (derecha) contra M. h. de sueros de 
cuatro llamas, en tres tiempos diferentes (0, 15 y 60 días). En el gráfico de la izquierda se 
representan los % de IAR (amarillo), IA (rojo) y RLR (verde), para los distintos tiempo. En el gráfico de 
la derecha se observa la D. O. a 450 nm correspondiente al ELISA de Ac totales de M. h. para cada 
tiempo. 
 103
Sección IV. Resultados
respuesta que se parece más a animales que recibieron inmunización, qué a animales que no la 
recibieron.  
Figura IV.38: Análisis de D. O. y avidez en comparación con ratones vacunados 
!  
 En la placa de WB se observa la concordancia en las bandas reconocida por los  sueros de 
los animales de las misma provincias. A su vez, en líneas generales todos los sueros de los 
animales analizados muestran dos bandas de alta intensidad alrededor de 66 y 30 kDa  y una de 
baja intensidad alrededor de 21 kDa (Flechas en rojo a la derecha del Figura IV.39), salvo el 
animal 323 de Catamarca y el l1359 de Jujuy, los cuales no muestran ninguna banda. El 
reconocimiento de proteínas de la bacteria, es homogéneo entre los sueros de los animales de 
cada provincia y entre todos los animales analizados en conjunto. 
El gráfico de la izquierda muestra las D. O. 450 nm del ELISA para detectar Ac totales contra 
M. h en llamas y ratones. El gráfico de la derecha muestra el porcentaje de IA del ELISA de 
avidez de M. h en llamas y ratones. De izquierda a derecha se ubican los siguientes grupos: 
ratones preinmunes, controles de la vacuna experimental (VE) adyuvada con hidróxido de 
aluminio (HA) y luego con adyuvante de Freund (AdF), ratones inmunizados con la VE en 
sus dos formulaciones, ratones vacunados con una vacuna comercial (VC) y por último las 
llamas. 
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Figura IV.39: WB comparativos con ratones vacunados 
!  
3.B.3) Pasteurella multocida (P. m.) 
 El isotipo de respuesta en todos los casos es IgG y en tres animales se determinó la 
presencia del isotipo IgM (Figura IV.40A). Los subisotipos respondedores detectados fueron: IgG2 
en un animal, IgG1 en dos animales y junto con la IgG3 en un animal (Figura IV.40B). 
Figura IV.40: Determinación de isotipos y subisotipos respondedores 
!  
 Se observa que la avidez (IAR) de los sueros de estos animales procedentes de la 
provincia de Catamarca, representada por el parámetro IAR, es constante en el tiempo. El 
parámetro IA muestra un aumento en el tiempo, el cual se explica por el aumento de la D. O. en el 
Placa autoradiográfica correspondiente a los WB realizados sobre animales de distintas 
provincias. De izquierda a derecha: Catamarca = Ca (animales 307-314), Entre Ríos = E.R 
(animales 335-020), Buenos Aires = B.A (animales L249-L323), San Luis = S.L (animales 
414-478), Jujuy = J (animales 46V-l1365) y Chubut = C (animales G1-G13). A la izquierda está 
el marcador de peso molecular (PM) en kDa.
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Los gráficos muestran los promedios de las D. O. a 450 nm desarrolladas por distintos sueros 
-en dilución puntual 1/100- de llama (eje x) en ELISA contra P. m. discriminando: A) Isotipos 
respondedores utilizando AcMo anti isotipo: anti IgG (en rojo), anti IgM (en amarillo), y anti Ig 
totales (en azul). B) Subisotipos de IgG respondedores utilizando AcMo anti subisotipos: anti 
IgG1 en azul, anti IgG2 en amarillo y anti IgG3 en verde.
A B
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tiempo. El grado de inespecificidad de los Ac no es elevado, casi no hay diferencia entre el 
reconocimiento por el Ag nativo y desnaturalizado (Figura IV.41). 
Figura IV.41: Análisis de D. O. y avidez en el tiempo 
!  
 Se observa que la D. O. de las llamas esta a la altura de los ratones vacunados con la VE 
pero no con la VC, habiendo una diferencia de estos tres grupos significativa con los ratones 
preinmune y controles (Figura IV.42). Pero la avidez desarrollada por los sueros de llama es 
inferior a los ratones vacunados con ambas formulaciones (Figura IV.42). Es decir, las llamas 
tienen una respuesta que se parece más a animales que no recibieron inmunización. 
 En la placa de WB se puede observar cierta homogeneidad de bandas reconocidas por los 
sueros de los animales pertenecientes a cada provincia. Cuando se hace el análisis de todos los 
animales en conjunto, se puede observar la heterogeneidad de las bandas reconocidas más 
intensas según la provincia de procedencia de las muestras, con la excepción de la banda 
presente alrededor de 21 kDa, la cual esta presente en la mayoría de los animales (flecha roja a la 
derecha de la figura IV.43). 
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Gráficos de índices de avidez (izquierda) y D. O. por ELISA (derecha) contra P. m. de sueros de cuatro 
llamas, en tres tiempos diferentes (0, 15 y 60 días). En el gráfico de la izquierda se representan los % 
de IAR (amarillo), IA (rojo) y RLR (verde), para los distintos tiempo. En el gráfico de la derecha se 
observa la D. O. a 450 nm correspondiente al ELISA de Ac totales de P. m. para cada tiempo. 
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Figura IV.42: Análisis de D. O. y avidez en comparación con ratones vacunados 
!  
Figura IV.43: WB comparativos con ratones vacunados 
!  
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El gráfico de la izquierda muestra las D. O. 450 nm del ELISA para detectar Ac totales contra 
P. m. en llamas y ratones. El gráfico de la derecha muestra el porcentaje de IA del ELISA de 
avidez de P. m. en llamas y ratones. De izquierda a derecha se ubican los siguientes grupos: 
ratones preinmunes, controles de la vacuna experimental (VE) adyuvada con hidróxido de 
aluminio (HA) y luego con adyuvante de Freund (AdF), ratones inmunizados con la VE en 
sus dos formulaciones, ratones vacunados con una vacuna comercial (VC) y por último las 
llamas. 
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Placa autoradiográfica correspondiente a los WB realizados sobre animales de 
distintas provincias. De izquierda a derecha: Catamarca = Ca (animales 33-307), 
Entre Ríos = E.R (animales 053-331), Buenos Aires = B.A (animales L22-L95), San 
Luis = S.L (animales 478-480), Jujuy = J (animales l1340-l1364) y Chubut = C 
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3.B.4) Sarcocystis aucheniae (S. a.) 
 El isotipo de respuesta en todos los casos fue IgG. Cuando se pudo determinar el 
subisotipo de respuesta, el mismo fue IgG1 e IgG3 (Figura IV.44). 
Figura IV.44: Determinación de isotipos y subisotipos respondedores 
!  
 Puede observarse en la Figura IV.45 que la avidez (IAR) de los animales de ambos grupos, 
representada por el parámetro RAI, es constante en el tiempo. El parámetro IA muestra un 
aumento (día 60, animales +/-), el cual se explica por el aumento de la D. O. en ese momento. El 
grado de inespecificidad de los Ac no es elevado, hay una leve disminución en el reconocimiento 
por el Ag cuando se lo desnaturaliza (Figura IV.45). 
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Los gráficos muestran los promedios de las D. O. a 450 nm desarrolladas por distintos sueros -
en dilución puntual 1/100- de llama (eje x) en ELISA contra S. a. discriminando: A) Isotipos 
respondedores utilizando AcMo anti isotipo: anti IgG (en rojo), anti IgM (en amarillo), y anti Ig 
totales (en azul). B) Subisotipos de IgG respondedores utilizando AcMo anti subisotipos: anti 
IgG1 en azul, anti IgG2 en amarillo y anti IgG3 en verde.
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Figura IV.45: Análisis de D. O. y avidez en el tiempo 
!  
3.B.5) Trichinella spiralis (T. s.) 
 El isotipo de respuesta, cuando se pudo determinar, fue IgG. Cuando se pudo determinar 
el subisotipo de respuesta, el mismo fue IgG3 en un animal e IgG3 junto con IgG1 en otro animal 
(Figura IV.46). 
Figura IV.46: Determinación de isotipos y subisotipos respondedores 
!  
 Por medio de la aplicación conjunta de WB e inmunofluorescencia indirecta (IFI) sobre una 
cohorte de 27 animales, a los cuales también se les había determinado la inmunoreactividad por 
medio de ELISA indirecto, se arribó al diagnóstico serológico de la enfermedad. Estas tres 
técnicas son las que se aplican en el diagnóstico en otras especies como humanos y porcinos. El 
criterio para catalogar a una animal positivo, es que dos de las tres técnicas sean positivas, siendo 
Gráficos de índices de avidez (izquierda) y D. O. por ELISA (derecha) contra S. a. de sueros de dos llamas 
por grupo (Grupo +/+: positivo PCR y ELISA. Grupo +/-: positivo PCR y negativo ELISA) en tres tiempos 
diferentes (0, 15 y 60 días). En el gráfico de la izquierda se representan los % de IAR (amarillo), IA (rojo) y 
RLR (verde), para cada tiempo y grupo. En el gráfico de la derecha se observa la D. O. a 450 nm 
correspondiente al ELISA de Ac totales para cada tiempo y grupo. 
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Los gráficos muestran los promedios de las D. O. a 450 nm desarrolladas por distintos sueros 
-en dilución puntual 1/100- de llama (eje x) en ELISA contra T. s. discriminando: A) Isotipos 
respondedores utilizando AcMo anti isotipo: anti IgG (en rojo), anti IgM (en amarillo), y anti Ig 
totales (en azul). B) Subisotipos de IgG respondedores utilizando AcMo anti subisotipos: anti 
IgG1 en azul, anti IgG2 en amarillo y anti IgG3 en verde.
A B
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la positividad por WB condición necesaria para categorizar al animal como positivo. De todas 
maneras el diagnóstico gold standard es la búsqueda directa del parásito en biopsias de lengua y/
o diafragma (triquinoscopía). Las Figuras IV.47 y IV.48 muestran los criterios adoptados para 
juzgar la positividad de las muestras, en función de los resultados obtenidos en las técnicas de IFI 
y WB, las cuales pueden tener interpretaciones subjetivas.  
Figura IV.47: IFI de sueros de llama negativo, positivo débil y fuerte 
!
Figura IV.48: Tiras de WB de un suero de llama y otro equino 
!  
La figura muestra tres imágenes de IFI en las que se evaluaron: a) suero de llama negativo por ELISA; b) 
suero de llama positivo por ELISA pero débilmente positivo por IFI. Este suero se lo categorizó como 
positivo débil (+); c) suero de llama positivo por ELISA y fuertemente positivo por IFI. Este suero se lo 
categorizó como positivo fuerte (+++).
a) b) c)
45 kDa
55 kDa
66 kDa
L457 (+) Ag 41
Suero de llama positivo por ELISA (L457) y a un suero equino control positivo (Ag 41). La tira mas nítida 
corresponde a este último. Puede observarse en el suero de llama el mismo patrón de reconocimiento que en 
el control positivo. 
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Tabla IV.3: Diagnóstico serológico de trichinellosis 
 Según el criterio adoptado, 4 animales de los 27 ensayados son positivos serológicos 
contra T.s, es decir, el 15 % de los animales son positivos. Todos los animales positivos son 
llamas, 2 de la provincia de Bs. As y dos de San Luis. Los guanacos resultaron todos negativos.  
 Cabe destacar que el criterio de cut off adoptado para clasificar las D. O. de los ELISA, fue 
la media (0,27) más 2*D. E. (0,11) de las determinaciones (cut off = 0,49) resultantes del descarte 
de los valores outliers o atípicos (L.500 y L.95). A través del descarte de estos valores se llegó a 
una población normal (p valor Shapiro-Wilks =0,26 > 0,1). 
 Es notorio el grado de positividad encontrado mediante la técnica de IFI, siendo 19 de las 
27 muestras positivas, lo que representa un 70% de positividad. Esto podría indicar que la técnica 
no sería de elección en CS, ya que presenta una especificidad diagnóstica bajísima. A los 4 
Animales D. O. (Dil 1/1600) WB IFI
L.95 0,735 - ++
L.414 0,425 + +
L.418 0,391 - +
L.419 0,332 - +
L.420 0,154 - +
L.479 0,123 - +
L.457 0,442 + ++
L.462 0,312 - +
L.478 0,265 + +
L.500 0,700 + +
L.480 0,232 + -
L.8338 0,213 + -
L.FVET 0,150 - +++
G1 0,358 - -
G2 0,359 - +
G3 0,074 - +++
G4 0,187 - -
G5 0,281 - +
G6 0,286 - +
G7 0,154 - ++
G8 0,185 - -
G9 0,059 - -
G10 0,362 - -
G11 0,324 - +
G12 0,286 - -
G13 0,402 - ++
G14 0,299 - +
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Los animales probados fueron 14 llamas identificadas por la letra L y 13 guanacos identificados 
por la letra G. La D. O. (1/1600): corresponde a la desarrollada por los sueros en dilución 
puntual 1/1600 en el ELISA indirecto contra el antígeno de E-S. WB: corresponde al Western 
Blot de los mismos sueros enfrentados contra el antígeno de E-S. IFI: corresponde a la 
inmunofluorescencia indirecta de los sueros contra preparados del parásito. En naranja se 
visualizan los 4 animales positivos según el criterio de positividad adoptado. 
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sueros positivos se le suma solo un positivo en ELISA (L.95) que es acompañado por IFI positiva, 
es decir solo 5 de los 19 positivos por IFI, es positivo en alguna otra técnica, o lo que es 
equivalente, 14 sueros son solo positivos por IFI.  
 De los dos animales positivos en ELISA, uno era positivo realmente y el otro no lo era 
según el criterio adoptado (50% sensibilidad y especificidad diagnóstica). Dos de los seis animales 
positivos por WB, fueron negativos por las otras técnicas (67% sensibilidad diagnóstica y la 
especificidad es 100% y es teórica, ya que es una de la variables que restringe la positividad). 
3.C) Estudio prospectivo y técnicas de búsqueda directa de los microorganismos 
3.C.1) Mycobacterium avium ssp paratuberculosis (M. a. p.) 
 Los cultivos de M. a. p. realizados en primera instancia en 8 animales y luego en 23, fueron 
todos negativos. Para los primeros, 2 de esos animales resultaron positivos por ELISA (outliers), 
transformándose en falsos positivos. El isotipo de estos fue IgG y en un caso se pudo determinar 
el subisotipo IgG3 y en el otro no.  
 Los cultivos de micobacterias no son sencillos pues tienen puntos finales muy largos (hasta 
6 meses) y este cultivo depende de la presencia de factores de crecimiento específicos. El 
sheeding (excreción) de la bacteria coincide con el pico de Ac, con lo que teóricamente se tendría 
que haber aislado la misma de la materia fecal.  
3.C.2) Pasteurella multocida (P. m.) / Mannheimia haemolytica (M. h.) 
 Los cultivos microbiológicos de P. m. y M. h. realizados sobre los 37 animales de 
Catamarca, fueron todos negativos. Esta población de animales, al igual que el resto, mostró un 
valor medio de Ac de D. O. =1,0 para ambas bacterias, con lo cual también constituirían falsos 
positivos.  
 En este caso, al ser el cultivo de estas bacterias –a partir de hisopados nasofaríngeos– 
menos probable en caso de no que no haya infección manifiesta. Quizás los cultivos no 
representen la realidad y las bacterias estaban presentes y no se pudieron cultivar por estar en 
baja carga. 
3.C.3) Trichinella spiralis (T. s.) 
 Las dos triquinoscopías realizadas en animales que resultaron ser positivos serológicos 
para T. s. fueron negativas, con lo que ambos resultados son falsos positivos. 
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Figura IV.49: Observación directa de T. s. 
!   
3.C.4) Sarcosystis aucheniae (S. a.) 
 La única biopsia que se realizó -en búsqueda de quistes de S. a.- resultó positiva. Este 
animal presentó D. O. = 0,3 por ELISA indirecto, siendo de esta manera negativo serológico. De la 
misma manera la PCR fue negativa. El resultado es entonces un falso negativo, un animal que las 
técnicas serológicas clasificarían de negativo, pero en realidad es positivo.  
 De todas formas se compararon los resultados serológicos con los resultados de PCR. La 
misma fue desarrollada en el laboratorio de la Dra. Mónica Jacobsen, en el INTA Castelar, y 
estuvo a cargo de su tesista doctoral, Cecilia Decker. En la tabla III.4 se exponen los resultados de 
PCR obtenidos por el grupo del INTA Castelar, junto con la descripción de los animales sobre los 
cuales se hicieron las determinaciones y los resultados obtenidos en ELISA de screening. Se 
índica cada suero como positivo (+) cuando constituye un outlier, y/o cuando la D. O. obtenida 
supera la media más dos y/o tres D. E. de la muestra de D. O. obtenidas luego del descarte de los 
outliers. 
Imagen de microscopio óptico y placa de 
Petri con agar y suspensión resultante de 
digestión enzimática de diafragma y carne.
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Tabla IV.4: Resultados de PCR para S. a. junto con descripción general y serológica de llamas 
 
Animal Edad animal Sexo
Método de extracción 
de ADN de sangre
PCR 
semianidada 
duplex
Outliers 
serológicos
Positivos 
serológicos 
(2 D. E.)
Positivos 
serológicos 
(3 D. E.)
300 4 años H ADN PuriPrep-S kit -
301 1 mes H ADN PuriPrep-S kit - +
302 5 años H ADN PuriPrep-S kit + + +
303 1  año H ADN PuriPrep-S kit -
304 1 1/2 años M ADN PuriPrep-S kit -
305 1 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit + + + +
306 1 1/2 años M ADN PuriPrep-S kit -
307 1 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit + +
308 9 meses M ADN PuriPrep-S kit -
309 5 años H ADN PuriPrep-S kit -
310 4 años H ADN PuriPrep-S kit - + +
311 2 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit +
312 4 años M ADN PuriPrep-S kit -
313 1 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit -
314 10 meses M ADN PuriPrep-S kit -
315 1 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit -
316 1 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit -
317 5 años H ADN PuriPrep-S kit +
318 2 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit + + + +
319 1 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit -
320 4 años H ADN PuriPrep-S kit -
321 1 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit -
322 2 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit +
323 7 años H ADN PuriPrep-S kit -
324 1 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit -
325 1 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit -
326 9 meses M ADN PuriPrep-S kit -
327 9 meses H ADN PuriPrep-S kit -
328 11 meses M ADN PuriPrep-S kit + + + +
329 7 años H ADN PuriPrep-S kit -
331 3 años H ADN PuriPrep-S kit -
332 2 1/2 años H ADN PuriPrep-S kit -
333 9 meses H ADN PuriPrep-S kit -
334 4 años H ADN PuriPrep-S kit -
335 8 meses H ADN PuriPrep-S kit -
336 8 meses M ADN PuriPrep-S kit -
Faenado 3 años M ADN PuriPrep-S kit -
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Se índica el nombre, edad y sexo del animal, así como el método de extracción del ADN del parásito de 
la sangre de llama y el resultado de la PCR. También se muestran los resultados de la serología por 
ELISA screening. En verde se observa el único animal al cual se le realizó biopsia, siendo la misma 
positiva y a la vez las técnicas de detección directas (PCR) e indirectas (serología) negativas. En rojo 
se muestra cuando hubo concordancia entre la PCR y la serología.  
Sección IV. Resultados
3.D) Análisis serológicos complementarios 
 En esta sección se describen análisis serológicos realizados sobre el total o parte de la 
seroteca. La característica que los une fue que su investigación no fue programada en los 
objetivos originales del trabajo de tesis.  
 Los motivos que desencadenaron estos estudios fueron variados, como por ejemplo el 
hallazgo fortuito de A. lwoffii, a partir de lo cual se procedió a su aislamiento y se condujo un 
análisis serológico completo en toda la seroteca. Hubo otros casos en los que no se pudo 
completar el análisis serológico con la misma profundidad que para los otros agentes infecciosos, 
este fue el caso de B. abortus. Otro de los casos fue la serología realizada sobre los distintos 
genomovares del complejo Burkholderia cepacia en el que la interpretación de la serología, al 
desconocerse por completo la epidemiología, hizo que la utilidad de la misma fuese incierta en los 
términos del objetivo propuesto para esta tesis, que es la vinculación entre la presencia de los 
respectivos agentes infecciosos y la serología.  
3.D.1) Acinetobacter lwoffii 
 A partir de los hisopados nasofaríngeos que se hicieron sobre las 37 llamas procedentes 
de la provincia de Catamarca se seleccionaron colonias de bacterias compatibles con 
características morfológicas y bioquímicas de las bacterias P. multocida y M. haemolytica, a las 
que posteriormente se les realizó la identificación microbiológica (Tabla IV.5). Así, a partir de los 
aislamientos que presentaban esta compatibilidad y además alto grado de pureza, se realizó la 
identificación por MALDI-TOF. El resultado fue de la identificación Acinetobacter lwoffii con un 
score a nivel de especie bacteriana en varios de los aislamientos de los distintos animales. En 
otros casos el score solo permitió identificar a nivel de género bacteriano Acinetobacter spp. 
 A partir de colonias con identificación a nivel de especie, se hizo crecer a las bacterias en 
caldo de cultivo líquido, luego se las mató por congelado/descongelado (ver Materiales y 
Métodos). Las bacterias muertas se utilizaron como Ag en los ensayos serológicos posteriores 
sobre los animales de Catamarca en primera instancia y luego sobre toda la seroteca. 
 Los resultados obtenidos en el ELISA screening mostraron que la distribución de los 
valores de D. O. a 450 nm contra A. lwoffii, es en el conjunto de la seroteca asimétrica (Figura IV.
50). A su vez, pareciera haber dos poblaciones de valores: unos de baja D. O. con una mediana 
centrada en 0,5 cuya asimetría se ve en el histograma. La otra, con valores de alta D. O. que 
incluyen los valores outliers o “atípicos” que se ven en el Box-Plot. Los mismos, en el histograma, 
parecerían ser una población de valores con simetría en torno a D. O. = 2 - 2,5 (Figura IV.50). 
 115
Sección IV. Resultados
Tabla IV.5: Identificación morfológica, bioquímica y especie/género de hisopados nasofaríngeos de 
llamas 
(  
Animal 
ID
Ampicilina/ 
Estreptomicina
Morfología/
Gram Catalasa
Crecimiento 
en agar 
cromogénico Indol
MALDI/TOF-MS  
identificación 
l302 sensible coco-bacilo - + +++ + A. lwoffii (1.49)
l304 sensible coco-bacilo - + +++ + A. lwoffii (2.08)
l307 sensible coco-bacilo - + +++ ++ A. lwoffii (1.72)
l308 sensible coco-bacilo - + +/- ++ A. lwoffii (1.67)
l309 sensible coco-bacilo - + +++ ++ A. lwoffii (1.51)
l310 sensible coco-bacilo - + +/- +++ A. lwoffii (1.77)
l311 sensible coco-bacilo - + ++ + A. lwoffii (1.58)
l312 sensible coco-bacilo - + - - N/A 
l313 sensible coco-bacilo - + +/- - N/A
l314 sensible coco-bacilo - + ++ ++ A. lwoffii (1.76)
l318 sensible coco-bacilo - + ++ ++ A. lwoffii (1.46)
l320 sensible coco-bacilo - + - - N/A
l321 sensible bacilo + + - +++ N/A
l325 sensible coco-bacilo - + - +++ A. lwoffii (1.5)
l328 sensible coco-bacilo - + - - N/A
l329 sensible coco-bacilo - + + + A. lwoffii (2.02)
l333 sensible coco-bacilo - + +++ + A. lwoffii (1.87)
l334 sensible coco-bacilo - + + + Arthrobacter oxydans (2.11)
l335a sensible coco-bacilo - + - - N/A
l335b sensible coco-bacilo - + - - N/A
l600 sensible coco-bacilo - + + + A. lwoffii (2.09)
L.P. Resistente coco-bacilo - + + + N/A
corazón Sensible bacilo + + - + N/A
corazón Sensible coco-bacilo - + + + N/A
Tabla IV.5: Se muestra los resultados de distintas pruebas bioquímicas realizadas sobre un conjunto 
de hisopados nasofaríngeos realizados en llamas procedentes de Catamarca. También se muestra  la 
identificación por MALDI-TOF de colonias puras, seleccionadas de las muestras que cumplían 
requisitos morfológicos y bioquímicos. 
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Figura IV.50: Análisis de la seroteca por ELISA indirecto contra A. lwoffii 
!  
 Existen diferencias marcadas entre las medianas cuando se hace la distinción por 
provincia de los valores de D. O. de los sueros de los animales, siendo las medianas de Buenos 
Aires, Entre Ríos y San Luis mayores que las de las otras provincias (Figura IV.51). Para Buenos 
Aires y Entre Ríos, los D. E. de sus distribuciones son superiores a los del resto de las provincias. 
El valor medio de D. O. de Catamarca es inferior al de la mayoría de las regiones, a pesar de ser 
la región que se sabe que está en contacto con la bacteria (Figura IV.51). 
 Las diferencias entre los valores de D. O. de lo sueros de los animales de las distintas 
provincias también se hacen manifiestas al analizar las medias de cada una mediante el test de 
Kruskal-Wallis, el cual es un ANOVA no paramétrico, que se aplicó dado que en todas las 
provincias los valores de D. O. se distribuían no normalmente (p. S. W. <0,1) (Tabla IV.6). El valor 
p del estadístico fue <0,0001 el cual es altamente significativo, indicando diferencia entre las 
medias de las distintas provincias. A su vez el test a posteriori de Dunn para realizar 
comparaciones de las medias entre sí, arrojó que Buenos Aires difiere significativamente del resto 
de las provincias menos con Entre Ríos y ésta última difiere significativamente solo con 
Catamarca. 
 El análisis de las distribuciones de los valores de D. O. muestra que Catamarca es la 
provincia que presenta la mayor cantidad de outliers (5), y el descarte de estos valores no genera 
una población de valores con distribución normal (p. S. W. <0,1). Esto es distinto a lo que sucede 
en San Luis, Chubut y Jujuy, donde el descarte de los outliers origina poblaciones de valores con 
Histograma de densidad y Box-Plot de las D. O. a 450 nm 
de ELISA de Ac totales en suero de llama y guanaco 
reactivos frente a A. lwoffii. Ambos gráficos contienen las 
determinaciones de toda la seroteca.
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distribuciones normales (p. S. W. >0,1), y es distinto también a lo que sucede en Buenos Aires y 
Entre Ríos, que no tienen outliers y en ambas poblaciones sus valores se distribuyen de modo no 
normal. 
Figura IV.51: Análisis por ELISA indirecto contra A. lwoffi discriminando sueros por provincia 
!  
Tabla IV.6: Estadística descriptiva D. O. por provincia 
 Luego se condujo un análisis comparativo de los valores de D. O. obtenidos para los 
sueros de los animales de la provincia de Catamarca de los cuales se había aislado la bacteria y 
Gráficos de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales reactivos 
frente a A. lwoffii, discriminando los sueros según la provincia de procedencia. Buenos 
Aires (n=31), Catamarca (n=38), Entre Ríos (n=24), San Luis (n=10), Chubut (n=12) y Jujuy 
(n=18).
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n Media D. E. Mín Máx Mediana
p. S. W. 
sin 
descarte Outliers
p. S. W. 
post 
desacarte 
p. S. W. 
post 2º 
desacarte 
Buenos 
Aires 31 1,23 0,77 0,39 2,71 0,98
        
<0,0001 0 <0,0001
Entre Ríos 24 0,99 0,79 0,01 2,47 0,69
        
<0,0001 0 <0,0001
San Luis 10 0,86 0,59 0,39 2,47 0,71
         
0,0004 1 0,5605
Chubut      12 0,46 0,3 0,13 1,29 0,38
          
0,0069 1 0,2737
Jujuy 18 0,64 0,51 0,19 2,22 0,43
        
<0,0001 2 0,178
Catamarca 38 0,48 0,43 0,08 2,01 0,33
        
<0,0001 5
0,003  
(1 out) 0,023
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de los que no. No se encontraron diferencias significativas en los niveles medios de D. O. de los 
animales con cultivo positivo y negativo, en ninguno de los análisis que se hicieron (Figura IV.52). 
Para comprobar si las dos muestras diferían significativamente en el nivel medio de D. O. se hizo 
el test no paramétrico de Mann-Whitney (p valor=0,0928, no significativo), dado que los valores de 
D. O. de ambas muestras seguían distribuciones no normales (p S-W<0,1) (Tabla IV.7). 
Figura IV.52: ELISA indirecto de animales positivos y negativos para el cultivo 
!  
 A través de la realización del Método de Huber se comprobó la presencia de outliers, 
encontrándose casos en ambas muestras (Tabla IV.7). Su descarte originó muestras de datos con 
distribución normal pero la muestra cultivo positivo a pesar de ser normal sigue presentando un 
valor outlier (Tabla IV.8). Con las muestras de datos, con distribución ahora normal, se hizo el test 
Student bilateral, el cual arrojó un p valor de 0,169 que es no significativo. 
Tabla IV.7: Estadística descriptiva de muestras positivas y negativas originales 
El gráfico muestra las D. O. a 450 nm desarrollada en ELISA de Ac totales anti 
A. lwoffii, por sueros con cultivo microbiológico positivo (+ microbiológico) y 
sueros con cultivo microbiológico negativo (- microbiológico). Se representó la 
media como la línea horizontal fina grande y el desvío esta representado por la 
distancia entre las líneas gruesas y chicas.
+ microbiológico - microbiológico
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 n Media D. E. Mediana p. S-W outliers
Cultivo positivo 13 0,53 0,38 0,36 0,001 3
Cultivo negativo 13 0,42 0,41 0,28 0,0002 2
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Tabla IV.8: Estadística descriptiva de muestras positivas y negativas descartando outliers 
 Se condujo mediante la utilización de los AcMo generados un análisis de isotipos 
específicos respondedores, el isotipo detectado en todos los casos fue IgG. No se pudo 
determinar el subisotipo en ningún caso (Figura IV.53). 
Figura IV.53: Determinación de isotipos y subisotipos respondedores 
!  
 Del mismo modo que para los otros microorganismos analizados, se realizó la 
determinación de la avidez de los sueros mediante la adaptación del ELISA screening. A diferencia 
del resto de los microorganismos se hizo un análisis a distintas concentraciones de urea (curvas 
de urea) y no se encontraron diferencias significativas entre las pendientes medias de dichas 
curvas  de los sueros de animales positivos y negativos microbiológicos (Figura IV.54). 
 También se realizó la evaluación de la avidez en el tiempo; para eso se hicieron las 
determinaciones de IAR, IA y RLR en sueros de animales de los cuales se tenía el suero en 
distintos tiempos y se sabía su cultivo. Se observó que los sueros de los animales cultivo positivo 
tienen mayor IAR en todos los tiempos (aunque no es significativamente mayor) que los cultivo 
negativo y que  ambos presentan constancia en el parámetro IAR en el tiempo. No sucede lo 
mismo con el IA; el mismo es significativamente mayor en los animales con cultivo positivo a 
tiempo cero y disminuye al valor de los animales con cultivo negativo con el transcurso del tiempo. 
 n Media D. E. Mediana p. S-W outliers
Cultivo positivo 10 0,34 0,11 0,34 0,3186 1
Cultivo negativo 11 0,27 0,12 0,25 0,8372 0
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Los gráficos muestran los promedios de las D. O. a 450 nm desarrolladas por distintos sueros 
-en dilución puntual 1/100- de llama (eje x) en ELISA contra A. lwoffii discriminando: A) 
Isotipos respondedores utilizando AcMo anti isotipo: anti IgG (en rojo), anti IgM (en amarillo), 
y anti Ig totales (en azul). B) Subisotipos de IgG respondedores utilizando AcMo anti 
subisotipos: anti IgG1 en azul, anti IgG2 en amarillo y anti IgG3 en verde.
A B
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Para los animales con cultivo negativo, el IA es constante y bajo en el tiempo. Se observó una 
disminución en las D. O. de ambos grupos a medida que transcurrió el tiempo (Figura IV.55). 
Figura IV.54: Análisis de ELISA avidez a distintas concentraciones de urea 
!  
Figura IV.55:  Análisis de D. O. y avidez en el tiempo 
!  
 Para evaluar si existía algún patrón diferencial en el reconocimiento de proteínas de la 
bacteria entre los sueros de animales con cultivo positivo y negativo, se hicieron WB comparativos 
entre estos. Lo que se observó fue que el patrón de bandas reconocidas en muy parecido, 
encontrándose dos bandas, una en 30 y otra en 45 kDa, que son reconocidas por todos los sueros 
evaluados. Luego en 21 kDa aparecen dos bandas que están presentes en todos los sueros, pero 
que en los positivos se hacen visiblemente más intensas. Luego alrededor de 66 y 96 kDa 
aparecen bandas que están presentes tanto en  los sueros positivos como en negativos sin 
ninguna distinción concreta en la intensidad (Figura IV.56A). Luego se compararon los patrones de 
reconocimiento por WB de animales provenientes de distintas provincias, se observó que el patrón 
que se había encontrado en los animales de Catamarca (que es de donde provienen los positivos 
Se muestran tres gráficos. Los gráficos A y B corresponden a las curvas de titulación con urea de 
sueros de animales con cultivo positivo (A) y negativo (B) en dilución puntual 1/100. Los distintos 
colores representan distintos animales. Lo que se grafica es la D. O. a 450 nm remanente luego de 
la exposición a las distintas concentraciones de urea. El gráfico C muestra las pendientes de las 
rectas ajustadas por regresión lineal para los sueros positivos y negativos. No se observa diferencia 
significativa (ns), al realizar test Student entre las pendientes medias de ambos grupos. 
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Gráficos de índices de avidez (izquierda) y D. O. por ELISA (derecha) contra A. lwoffii de sueros de 
dos llamas por grupo (Grupo +/+: cultivo y ELISA positivo. Grupo +/-: cultivo positivo y ELISA 
negativo) en tres tiempos diferentes (0, 15 y 60 días). En el gráfico de la izquierda se representan los 
% de IAR (amarillo), IA (rojo) y RLR (verde), para cada tiempo y grupo. En el gráfico de la derecha se 
observa la D. O. a 450 nm correspondiente al ELISA de Ac totales para cada tiempo y grupo. Los 
sueros se ensayaron siempre en dilución 1/100. 
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y negativos), con una doble banda intensa en 30 y 45 kDa no se evidencian tan claramente en los 
sueros de los animales de las otras provincias, apareciendo la banda de 30 kDa menos clara y en 
algunos casos ausente (San Luis). El patrón más similar es con el animal de Jujuy, con el cual 
comparte la región del NOA argentino (Figura IV.56B). 
FiguraIV.56: Western Blot (WB) de sueros reactivos contra A. lwoffii 
!  
3.D.2) Complejo Burkholderia cepacia 
 A continuación se exponen los resultados más relevantes del análisis serológico realizado 
sobre cinco de los genomovares que componen el complejo Burkholderia cepacia. Los Ag 
utilizados para estos análisis fueron las OMP (Outer membrane protein) específicas de cada 
genomovar. Los animales sobre los cuales se condujo el análisis provenían de las provincias de: 
San Luis (n=9), Buenos Aires (n=15), Chubut (n=12), Entre Ríos (n=25) y Jujuy (n=12). 
La distribución de los valores D. O. desarrollados por los sueros de los animales 
analizados contra el genomovar III mostraron asimetría en el valor de Ig totales; la mayoría de los 
sueros tienen un valor bajo de D. O. y se visualiza la presencia de valores atípicos (Figura IV.57B), 
que pertenecen a las provincias de Buenos Aires (que tiene la mayor mediana provincial) y Entre 
Ríos (Figura IV.57C). Cuando se hace la distinción de los animales que componen Buenos Aires, 
entre aquellos que provienen de la Facultad de Veterinaria-FVET(Ciudad Autónoma de Buenos 
Aires, n=11) y aquellos que estaban en un campo en Marcos Paz (Provincia de Buenos Aires, 
Placas autoradiográficas correspondiente a los WB realizados sobre distintos animales. A la izquierda de 
ambas placas se indica el marcador de peso molecular en kDa (PM). Todos los sueros fueron ensayados 
en dilución puntual 1/100. La placa A) muestra en la parte superior los números (1 a 8) indican los 
distintos sueros de llamas pertenecientes a la provincia de Catamarca. La figura contiene una tabla 
anexada que indica si el cultivo del hisopado nasofaringeo (cultivo) es negativo (-) o positivo (+), también 
se muestra a modo cualitativo el grado de reactividad en ELISA indirecto. La placa B) muestra en la parte 
superior los números (1 a 6) indican los distintos sueros de llama ensayados de las distintas provincias. 
La figura contiene una tabla anexada que indica la provincia de procedencia: B.A (Buenos Aires), E.R 
(Entre Ríos), J (Jujuy), C (Chubut), S.L (San Luis) y Ca (Catamarca).
A
PM
Calle 1 2 3 4 5 6
Provincia B.A E.R J C S.L CaB
PM
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n=4), se ve que los valores atípicos son exclusivos del grupo FVET, representado por la gran 
variación en los valores en el desvío estándar. También se ve que no hay diferencia entre la 
respuesta IgG e IgM, en todos los grupos salvo en FVET donde la respuesta es IgG (Figura IV.
57A).
Figuras IV.57: Análisis por ELISA indirecto de Burkholderia cenocepacia (genomovar III) 
  
 La distribución de los valores de D. O. desarrollados por los sueros de los animales 
analizados contra el genomovar IV, no muestran simetría en el valor de Ig totales. Se detectaron 
valores atípicos a D. O. bajas y la mayoría de los animales desarrollaron valores altos de D. O. 
(0,8 - 1,2) que se aprecian en la Figura IV.58B. No se ven diferencias en las medianas ni medias 
entre los distintos grupos; si se ve un mayor desvío en las provincias de Buenos Aires y Entre 
Ríos, que a su vez son las que poseen los valores atípicos a valores bajos (Figura IV.58A y IV.
58C). También se ve que hay diferencia entre la respuesta IgG e IgM, siendo mas alta la primera 
en todos los grupos (Figura IV.58A). 
La figura muestra tres gráficos que representan el análisis serológico sobre B. cenocepacia. El panel A 
muestra el gráfico de las D. O. a 450 nm media de los ELISA indirecto discriminado por región con su D. E. 
Se representa en rojo la IgG y en amarillo la IgM. El panel B muestra el histograma de densidad y Box-Plot 
de las D. O. a 450 nm de ELISA de Ac totales en suero de llama y guanaco. El panel C muestra los 
gráficos de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales, discriminando los sueros 
según la provincia de procedencia.  
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Figura IV.58: Análisis por ELISA indirecto de Burkholderia ambifaria (genomovar IV)
!  
 La distribución de los valores de D. O. desarrollados por los sueros de los animales 
analizados contra el genomovar V no muestran simetría, pero puede observarse en el histograma 
de frecuencia que existe una población simétrica con centro en D. O. =1 y otra relativamente 
simétrica con centro en D. O. =2. Esta situación también se observa en el Box-Plot donde se ven 
varios valores de sueros como valores atípicos y que conformarían la segunda supuesta población 
(Figura IV.59B). Esto podría implicar la presencia de dos poblaciones de sueros: uno de baja y 
otro de alta D. O. Pueden observarse diferencias entre las medianas y las medias de los distintos 
grupos; siendo las mas altas la de Chubut y Buenos Aires, en el primer caso: todo el grupo tiene 
valores altos D. O., en el segundo caso: algunos sueros presentan valores elevados que se refleja 
en la variación (desvío estándar) y se debe al sub-grupo de FVET (Figura IV.59C). La respuesta 
es principalmente IgG (Figura IV.59A). 
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La figura muestra tres gráficos que representan el análisis serológico sobre B. ambifaria. El panel A 
muestra el gráfico de las D. O. a 450 nm media de los ELISA indirecto discriminado por región con su D. 
E. Se representa en rojo la IgG y en amarillo la IgM. El panel B muestra el histograma de densidad y Box-
Plot de las D. O. a 450 nm de ELISA de Ac totales en suero de llama y guanaco. El panel C muestra los 
gráficos de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales, discriminando los 
sueros según la provincia de procedencia.  
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Figura IV.59: Análisis ELISA indirecto de Burkholderia vietnamiensis (genomovar V) 
 
 La distribución de los valores de D. O. desarrollados por los sueros de los animales 
analizados contra el genomovar I, no muestran simetría. La mayor frecuencia de valores de D. O. 
se ubica entre 0,5 - 1, y se observan valores atípicos (Figura IV.60B). La media y mediana de 
Chubut es mayor que la del resto de los grupos (Figura IV.60C). El D. E. de los valores de D. O. 
reveladas con el AcMo anti IgG es homogéneo entre los grupos, no así el de la IgM que se 
presenta elevado en el grupo Entre Ríos, donde la respuesta de ambos isotipos es comparable. 
En los demás grupos la respuesta principal es IgG (Figura IV.60A). 
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La figura muestra tres gráficos que representan el análisis serológico sobre B. vietnamiensis. El panel A 
muestra el gráfico de las D. O. a 450 nm media de los ELISA indirecto discriminado por región con su D. E. 
Se representa en rojo la IgG y en amarillo la IgM. El panel B muestra el histograma de densidad y Box-Plot 
de las D. O. a 450 nm de ELISA de Ac totales en suero de llama y guanaco. El panel C muestra los gráficos 
de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales, discriminando los sueros según la 
provincia de procedencia.  
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Figura IV.60: Análisis ELISA indirecto de Burkholderia stabilis (genomovar I) 
!  
 La distribución de los valores de D. O. desarrollados por los sueros de los animales 
analizados contra el genomovar II muestran simetría en el valor de Ig totales. Se detectaron 
valores atípicos a bajas D. O. La mayoría de los sueros animales desarrollaron valores altos de D. 
O. (alrededor de 1-1,5) (Figura IV.61B). Se ven diferencias en las medianas, medias y D. E. entre 
los distintos grupos (Figura IV.61A y IV.61C). También se ve que hay diferencia entre la reactividad 
en función de los isotipos detectados IgG e IgM, siendo más alta la primera en todos los grupos 
(Figura IV.61A). 
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La figura muestra tres gráficos que representan el análisis serológico sobre B. stabilis. El panel A 
muestra el gráfico de las D. O. a 450 nm media de los ELISA indirecto discriminado por región con su D. 
E. Se representa en rojo la IgG y en amarillo la IgM. El panel B muestra el histograma de densidad y 
Box-Plot de las D. O. a 450 nm de ELISA de Ac totales en suero de llama y guanaco. El panel C 
muestra los gráficos de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales, 
discriminando los sueros según la provincia de procedencia.  
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Figura IV.61: Análisis ELISA indirecto de Burkholderia multivorans (genomovar II) 
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La figura muestra tres gráficos que representan el análisis serológico sobre B. multivorans. El panel A 
muestra el gráfico de las D. O. a 450 nm media de los ELISA indirecto discriminado por región con su D. 
E. Se representa en rojo la IgG y en amarillo la IgM. El panel B muestra el histograma de densidad y 
Box-Plot de las D. O. a 450 nm de ELISA de Ac totales en suero de llama y guanaco. El panel C 
muestra los gráficos de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales, 
discriminando los sueros según la provincia de procedencia.  
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3.D.3) Brucella spp 
 Se realizaron en primera instancia las determinaciones de Ac totales por medio de ELISA 
indirecto contra la bacteria B. abortus entera y muerta por calor, de los sueros de llama 
correspondientes a los provincias de Entre Ríos y Jujuy. Los mismos presentaron valores medios 
y desvíos estándares similares en ambos grupos. Las medias se ubicaron alrededor de D. O. 
=0,5. La relevancia de esta determinación es incierta, aunque se ve que el grupo de animales 
analizado reconoce LPS de E. coli con –al menos– la misma magnitud que lo hace sobre B. 
abortus, con lo que quizás se deba a reconocimiento inespecífico del LPS (Figura IV.62). 
Figura IV.62: ELISA indirecto B. abortus y LPS (E. coli) 
!  
  
 Posteriormente, con los sueros de los animales procedentes de la provincia de Catamarca 
a los cuales se tuvo acceso para su seguimiento, se realizó un análisis serológico por aglutinación 
(resultaron negativos) y se realizaron las determinaciones de avidez y D. O. en el tiempo. Se 
puede observar que los valores de D. O. aumentan levemente al día 15, y que luego descienden 
al día 60 al mismo valor inicial. Los valores de D. O. que desarrollaron son más bajos que los de 
los animales de Entre Ríos y Jujuy analizados en primera instancia. Ese aumento en la D. O en el 
día 15 no se ve reflejado en el parámetro de avidez IAR ni IA, por lo que la avidez de los sueros es 
constante en el tiempo. 
Las figuras muestran los resultados del análisis serológico realizado contra B. abortus en sueros de 
llamas en dilución puntual 1/100. Las barras verticales representan el D. E., y las horizontales las 
medias. El gráfico de la derecha muestra las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA discriminando por 
provincia de procedencia de dichos sueros. El gráfico de la izquierda muestra las D. O. a 450 nm 
desarrolladas en ELISA frente a B. abortus y LPS comercial de E. coli.
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Figura IV.63: Análisis de D. O. y avidez en el tiempo 
!  
 Como se mencionó previamente se analizó la reactividad por la técnica de aglutinación 
sobre treinta y seis (36) muestras de suero de llama, provenientes de la localidad de Santa María, 
provincia de Catamarca, Argentina. Los resultados fueron en todos los casos negativos y los 
sueros control positivo de perro, mostraron la reactividad esperada (Figura IV.64). 
Figura IV.64: Imágenes de ensayo de aglutinación 
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Gráficos de índices de avidez (izquierda) y D. O. por ELISA (derecha) contra B. abortus de sueros de 
cuatro llamas, en tres tiempos diferentes (0, 15 y 60 días). En el gráfico de la izquierda se representan 
los % de IAR (amarillo), IA (rojo) y RLR (verde), para los distintos tiempo. En el gráfico de la derecha se 
observa la D. O. a 450 nm correspondiente al ELISA de Ac totales de P. m. para cada tiempo. 
Aglutinación de uno de los sueros de perro empleados como control positivo (izquierda) y de uno de los 
sueros de llama con resultado negativo (derecha).
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4) Plan de vacunación contra Rabia 
 Se realizaron dos “campañas” de vacunación, una primera “pequeña escala” con 6 
animales de Cañuelas y una segunda más amplia con 37 animales de Catamarca. 
 Esta parte del trabajo de tesis tuvo dos objetivos principales: uno orientado hacia el 
mejoramiento de la sanidad de los animales, ya que no se contaba con una estrategia de 
vacunación probada y efectiva en CS contra rabia. El segundo fue el análisis de la respuesta 
inmune humoral producto de la vacunación por virus, ya que no se contaba con información de 
cómo responden las llamas a este virus.  
 Se analizó la respuesta inmune humoral producto de la vacunación, en un análisis similar 
al realizado con los microorganismos antes descriptos, pero con la diferencia de que en este caso 
se conocen las historias de los animales, ya que se sabía qué animales habían recibido 
vacunación.  
 La efectividad de la vacunación se demostró por medio del ensayo de seroneutralización, 
realizado en el Instituto “Carlos Malbrán", por el Servicio de Vacuna Antirrábica. Los valores que 
se desprendieron de este análisis, se compararon con los obtenidos por el análisis serológico 
desarrollado en la presente tesis. El mismo, en líneas generales estuvo formado por un análisis 
“cuantitativo” de la respuesta inmune humoral por medio del desarrollo de un ELISA indirecto a 
“virus total”, y un análisis cualitativo de dicha respuesta, en términos de los isotipos que 
respondieron, la avidez de los sueros y patrones de reconocimiento por WB. 
4.A) Estudio “pequeña escala” (Cañuelas. Provincia de Buenos Aires) 
 En esta primera prueba realizada en 6 llamas, se probaron 3 generaciones de vacunas 
(especificadas en Materiales y Métodos), de las cuales la primera generación al poco tiempo de 
comenzado el plan, fue dejada de usar en Argentina y en el mundo, por lo que los resultados 
obtenidos con ésta, carecen del mismo peso que los de las otras generaciones de vacunas. Las 
mismas están, una en plena vigencia (segunda generación) y la otra comenzando a ser utilizada 
de forma oficial en algunos países (tercera generación). 
4.A.1) Estudio por ELISA indirecto de la respuesta inmune humoral 
 Con el fin de caracterizar la respuesta inmune humoral producto de la vacunación, se puso 
a punto un ELISA indirecto, en el cual se usó como Ag sensibilizante al virus de la rabia “entero” y 
purificado proveniente de una vacuna comercial (Rabipur ®). 
 También se condujo un análisis a través de un ELISA comercial. El mismo tiene como Ag 
sensibilizante la glicoproteína G (Platelia ®). Este es el Ag inmunodominante del virus de la rabia y 
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contra el que los Ac resultan protectores. Este ensayo solo fue realizado sobre los animales de la 
prueba piloto, ya que dicho kit fue donado por el Servicio de Vacuna antirrábica “Carlos Malbrán", 
y se contaba únicamente con dos placas de ELISA. 
 Se caracterizó la reactividad en ambas técnicas de ELISA por medio de medidas puntuales 
a dilución única (1/100) y haciendo titulaciones de los sueros. La respuesta analizada como título 
de Ac en el ELISA contra “virus entero” fue baja y en ningún caso superó el valor de título de 1/500 
(analizado como el EC50). Puede observarse respuesta como título a los 15 días, en los animales 
inmunizados con VTG que luego disminuye. Algo similar ocurre con los animales vacunados con 
VSG, pero en este caso uno de los animales responde y el otro no, lo que se aprecia en la gran 
variación que muestran. Para los animales vacunados con VPG no hay respuesta hasta los 150 
días, y también se observó que uno de los animales es el que responde, lo que se traduce en gran 
variación de los resultados (Figura IV.65B). 
 Dado que los títulos obtenidos fueron muy bajos, se comparó la respuesta de los sueros en 
dilución puntual 1/100. Lo que se observó de esta manera es similar a lo que se observó con los 
títulos, pero la respuesta de los animales inmunizados con la VTG es mucho más marcada a los 
15 días que la que se observa por el título. También se puede ver que la respuesta cae después 
de los 15 días y hay mucha variación entre los dos animales. Un comportamiento similar ocurre 
con los animales vacunados con VSG aunque con menor variación. Los animales vacunados con 
VPG no responden evaluándolos de esta manera (Figura IV.65A). 
 En el ELISA contra la glicoproteína G se ve que a dilución puntual y por título la respuesta 
de los animales inmunizados con VTG es la mayor y disminuye con el correr del tiempo; la 
diferencia respecto del ELISA contra “virus entero” es que los animales muestran menos 
variabilidad. Para los animales vacunados con VSG uno de los animales desarrolla la respuesta 
esperada y el otro no, lo que se aprecia en la gran variación que presentan. Los animales 
inmunizados con VPG no desarrollan respuesta (Figura IV.66). 
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Figura IV.65: ELISA indirecto “virus total” 
!  
  
La Figura muestra las D. O. 450 nm desarrolladas en ELISA indirecto (A) y el título como el EC50 (B) por 
sueros preinmune (0) y luego de 15, 60 y 150 días post inmunización. Los sueros están discriminados por 
un código de colores que indican la generación de vacuna antirrábica con la cual fueron inmunizados: 3ª 
generación (azul), 2ª generación (rojo) y 1ª generación (negro). Cada barra contiene la información de 2 
animales, que fueron los ensayados para cada generación de vacunas ensayadas. Los sueros fueron 
ensayados en dilución puntual 1/100. 
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Figura IV.66: ELISA indirecto comercial 
!  
La Figura muestra las D. O. 450 nm (A) y el título expresado como EC50 (B) por ELISA comercial por 
sueros pre-inmune y luego de 15, 60 y 150 días post inmunización. Los sueros se ensayaron en dilución 
puntual 1/100. Los sueros están discriminados por un código de colores que indican la generación de 
vacuna antirrábica con la cual fueron inmunizados: 3ª generación (azul), 2ª generación (rojo) y 1ª 
generación (negro). Cada barra contiene la información de 2 animales, que fueron los ensayados para 
cada generación de vacuna.
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4.A.2) Estudio “cualitativo” de la respuesta inmune humoral 
  
 El isotipo de respuesta fue IgG en todos los casos. 
Figura IV.67: Determinación de isotipos y subisotipos de Ac específicos. 
!  
 Puede verse que los animales inmunizados con la VTG muestran valores de IAR 
crecientes en el tiempo (lo que se espera de animales que están vacunados, ya que en la 
respuesta inmune hay maduración de la afinidad de los Ac, lo que implica que ésta aumenta); este 
patrón es menos marcado en los animales inmunizados con VSG e inexistente en los inmunizados 
con VPG (Figura IV.68B). El parámetro IA muestra un aumento abrupto a los 15 días 
postinmunización en los animales inmunizados con VTG, que luego se hace muy variable a los 60 
días y vuelve a aumentar a los 150 días. La diferencia en el IA de los animales inmunizados con 
VSG son mucho más marcadas que en el IAR, aunque el patrón es similar entre las distintas 
El gráfico muestra la D. O. a 450 nm desarrolladas por los distintos sueros en ELISA indirecto y utilizando 
AcMo anti isotipo (a IgG y a IgM) y conjugado anti Ac totales (Ig totales). Cada suero esta en dilución puntual 
1/100. El código de colores indica: en rojo los animales preinmune y en azul los correspondientes a la 
sangría del día 15. Cada animal se encuentra a su vez discriminando por veteado negro en el rojo y/o azul. 
Cada figura contiene los animales inmunizados con las distintas generaciones de vacunas de arriba hacia 
abajo: l.811 y l.140 (VPG), l.jmc y l.806 (VSG) y l.824 y l.400 (VTG). VPG: vacuna primera generación. VSG: 
vacuna segunda generación. VTG: vacuna tercera generación. 
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generaciones de vacunas. El IA de los sueros de los animales inmunizados con VPG se comporta 
igual que el IAR, sin mostrar diferencia (Figura IV.68A). 
Figura IV.68: Análisis de la avidez 
!  
 Se condujo un análisis mediante WB del reconocimiento de los sueros de llama ante las 
distintas proteínas del virus rábico. La intensidad de las bandas de los sueros de animales 
inmunizados son mayor que aquellos sueros preinmune (Figura IV.69). En la placa de WB se 
puede ver por un lado, que los patrones de reconocimiento de los sueros preinmunes e inmunes 
son similares, diferenciandose en la intensidad de las bandas reconocidas por cada uno. La flecha 
roja en la Figura  IV.69 muestra la banda perteneciente a la glicoproteína G. 
El gráfico muestra el porcentaje de IA del ELISA de avidez de rabia (A) y el porcentaje de IAR 
del mismo ELISA (B). También se discrimina dicho porcentaje en función de los tiempos de 
sangría (0, 15, 60 y 150 días) y en función de las generaciones de vacunas ensayadas con el 
siguiente código de colores: azul (3ª generación), rojo (2ª generación) y negro (1ª 
generación). La dilución de los sueros fue 1/100 y cada barra contiene la información de dos 
sueros.
0 15 60150 0 15 60150 0 15 60150
0
50
100
150
200
Días
IA
R
0 15 60150 0 15 60150 0 15 60150
0
20
40
60
80
Días
IA
 135
Sección IV. Resultados
Figura IV.69: Western Blot 
!  
4.A.3) Estudio funcional de la respuesta inmune humoral 
 El ensayo gold-standard que determina si un suero se encuentra protegido contra la 
infección por el virus de la rabia, es el ensayo de seroneutralización. En Argentina se lleva cabo en 
ratones (en la mayoría de los países se hace en cultivo de células BHK). Los mismos reciben una 
inyección intratecal de una mezcla de virus de la rabia vivo, con distintas diluciones del suero del 
animal incógnita, y se evalúa la sobrevida de los animales. En función de los animales que quedan 
vivos para cada dilución del suero se calcula un valor de UI/ml de ese suero, que si supera las 0,5 
UI/ml se lo considera protegido. Dado que el número de animales que se utilizan por suero 
testeado es de alrededor de 10, este ensayo fue una limitante y no se pudo realizar para todos los 
sueros en todos los tiempos de sangría. 
Placa radiográfica correspondiente al WB de cada uno de los sueros de los animales inmunizados (L140, 
L811, L806, LJMC, L140 y L824) con cada una de las generaciones de vacunas en dos tiempos: 0 (p) y 15 
días (i). El gráfico discrimina en la parte inferior cada animal según la generación de vacunas con la que fue 
inmunizado. El círculo rojo muestra el aumento en la intensidad de la banda de 60 kDa que corresponde a 
los Ac anti glicoproteína G para los animales inmunizados con la VTG. A la derecha se observa la referencia 
de valores de Peso Molecular (45, 30 y 20).
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 Para las muestras de animales preinmunes puede observarse que ninguno desarrolla título 
de Ac seroneutralizantes, ya que su valor es 0 UI/ml. A los 15 días puede observarse que los dos 
animales inmunizados con la VTG se encuentran por encima del valor de 0,5, es decir, están 
protegidos. A los 60 días uno de los animales continua protegido y el otro no. Para el caso de los 
animales inmunizados con la VSG, se ve que la respuesta no alcanza los niveles de 0,5, pero 
están muy cerca (Figura IV.70). 
Figura IV.70: Valores del ensayo seroneutralización en UI/ml para cada suero ensayado 
!  
 4.B) Estudio “mediana escala” (Catamarca) 
 En función de los resultados obtenidos en la primera campaña de vacunación, y teniendo 
en cuenta que la VPG fue dejada de usar en Argentina, así como en el mundo, se decidió probar 
la VTG, VSG, y VSG adyuvada con hidróxido de aluminio. Esta última es una de las formas de 
presentación más comunes para uso animal. 
 Los resultados preliminares de la primera campaña, al haber sido realizados en un número 
limitado de animales, debían ser corroborados en una segunda etapa con un número mayor, 
teniendo en cuenta que la respuesta de la VTG (que fue la única en mostrar respuesta en 
términos de protección por el ensayo de SN) fue dual a los dos meses, quedando uno de los 
animales protegido y el otro no. Dado que los análisis. a dilución puntual en el ELISA de “virus 
entero” y en ELISA de avidez fueron los que mejores resultados mostraron y sumado a que 
presentan mayor simplicidad para analizar al tener mayor cantidad de muestras, fueron los que se 
seleccionaron como estrategia de análisis sobre esta nueva cohorte de animales. 
El gráfico muestra como un punto negro a los animales inmunizados con VPG, como punto 
rojo a los animales inmunizados con VSG y como punto azul a los animales inmunizados 
con VTG. En el eje X están discriminados los animales según las distintos tiempos de 
sangría (preinmune, 15 días y 60 días). La línea de puntos en 0,5 UI/ml, es el cut off 
internacionalmente aceptado para decir que un animal se encuentra protegido. 
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4.B.1) Análisis serológico 
 Se ve que las respuestas de Ac totales a dilución puntual 1/100 –representado por la D. O. 
a 450 nm– obtenidas con las tres vacunas fueron positivas, se observa un aumento en este valor 
para los tres casos enunciados. Aunque en valores absolutos, la respuesta global de estos 
animales fue menor que la de los animales del primer estudio, ya que la D. O. máxima 
desarrollada fue 0,5. 
 La mayor respuesta de D. O. a los 15 días fue de los animales inmunizados con VSG 
adyuvada, mientras los animales inmunizados con VSG sola y VTG recién a los 60 días 
aumentaron el valor. La D. O. es comparable entre las tres estrategias a los 60 días (Figura IV.
71A). Un patrón similar muestran los parámetros de avidez IA y IAR. Con la diferencia que las 
diferencias en las respuestas son mucho mas marcadas para el parámetro IA (Figura IV.71B y IV.
71C). 
 No se pudieron determinar los subisotipos de IgG específicos contra rabia mediante 
ninguna de las estrategias de ELISA aplicadas. Con los animales de la primera campaña se hizo 
ELISA indirecto para determinar los subisotipos de la misma manera que se hizo con los isotipos, 
y que se hizo para los otros AI. El resultado arrojó D. O. <0,1 en todos los casos, con lo que la 
sensibilidad de la técnica fue bajísima e invalidó su utilización. Con el fin de intentar aumentar la 
sensibilidad de la determinación, se probó de cambiar la estrategia del ELISA, por uno de captura 
de subisotipos. Para eso se sensibilizó la placa con los AcMo generados. Los resultados en este 
caso fueron mejores que en la estrategia de ELISA indirecto en función de la sensibilidad, ya que 
se alcanzaron D. O. >0,1, aunque los blancos siempre dieron muy altos. Cuando se quiso 
determinar el isotipo de respuesta de uno de los animales de la primera campaña, que había sido 
identificado como IgG, no se pudo lograr, invalidando de esta manera la estrategia de captura 
(Figura IV.72). 
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Figura IV.71: Análisis de D. O. y avidez por ELISA indirecto 
 
  
La figura muestra los parámetros D. O. (panel A), IA (panel B) e IAR (panel C), para las tres generaciones 
de vacunas en tres tiempos diferentes. Los sueros están discriminados por un código de colores que 
indican la generación de vacuna antirrábica con la cual fueron inmunizados: 3ª generación (azul), 2ª 
generación (rojo) y 2ª generación adyuvada con hidróxido de aluminio (magenta). Los sueros fueron 
probados en dilución puntual 1/100.
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Figura 72: Determinación de subisotipos de respuesta por ELISA captura 
!  
 Se observa en la Figura IV.73 que a los 15 días, todos los animales inmunizados con VSG 
adyuvada, se encuentran protegidos y que dicha protección disminuye a los 60 días, pero se 
mantiene por encima del valor de 0,5 UI/ml, con lo que todos los animales salvo 1 que esta muy 
cerca del corte, están protegidos (Figura IV.73).  
 Para los animales inmunizados con VTG, no se observa protección en ninguno de los 
sueros, a los 15 días. Llamativamente y en contraposición a lo observado en la primera campaña. 
A los 60 días, 1 de los sueros desarrolla un título seroneutralizante elevado y los demás se 
mantienen por debajo de 0,5 UI/ml.  
El código de colores es: azul a IgG1, amarillo a IgG2 y rojo a IgG3. Se 
muestra la D. O. a 450 nm desarrollada por el suero del mismo animal 
preinmune, a los 15 días y 60 días post inmunización perteneciente a la 
2ª campaña de vacunación. A modo de control se colocó un suero de la 
primera campaña de vacunación del tiempo 15 días.
El código de colores es: amarillo a IgM y rojo IgG. Se 
muestra la D. O. a 450 nm desarrollada por el suero del 
mismo animal preinmune, a los 15 días y 60 días post 
inmunización perteneciente a la 2ª campaña de 
vacunación. A modo de control se colocó un suero de la 
primera campaña de vacunación del tiempo 15 días.
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 De los animales inmunizados con la VSG sola, se hizo la determinación a los 60 días por 
no haberse hecho en la campaña anterior y se ve que los animales no desarrollan Ac 
seroneutralizantes en las cantidades asociadas con protección. 
  
Figura IV.73: Ensayo de seroneutralización (SN) en ratones 
(  
4.C) Análisis serológico retrospectivo de la seroteca preinmune 
 Esta parte del trabajo surgió de la necesidad de caracterizar la inmunorreactividad 
preinmune de toda la seroteca, para ver si se trataba de un fenómeno regional o si era una 
característica inherente de la especie. A partir de la serología realizada en los animales de la 
primera campaña de vacunación, se pudo determinar que el isotipo de estos Ac preinmunes es 
IgG, y que los mismos no solo reconocen al virus entero, si no que también reconocen a la 
glicoproteína G específica del virus de la rabia, y esto fue confirmado tanto por ELISA como por 
WB. También se pudo determinar que la avidez de estos sueros es menor que la de los sueros de 
los animales que estuvieron sujetos a inmunización al igual que la D. O. Por último se determinó 
que estos Ac no protegen en los términos esperados, aunque dos animales de la segunda 
campaña desarrollaron un título seroneutralizante de 0,1 y uno de 0,05 UI/ml. 
 Las D. O. desarrolladas por los sueros de los animales preinmune analizados en conjunto 
muestran una distribución asimétrica, caracterizada por valores de D. O. bajos (entre 0 y 0,1) y por 
poseer un conjunto de valores dentro de esa distribución que resultaron valores atípicos (Figura 
IV.74). Los mismos corresponden, cuando se hace la distinción por provincia, a valores atípicos de 
Se observa como un punto magenta (animal inmunizado con 
2ª generación adyuvada), punto rojo (animal inmunizado con 
2ª generación) y punto azul (animal inmunizado con 3ª 
generación). A su vez están discriminados los animales 
según las distintos tiempos de sangría (preinmune, 15 días y 
60 días). La línea de puntos en 0,5 UI/ml, es el cut off 
internacionalmente aceptado de protección por vacunación.
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las provincias de Buenos Aires, Entre Ríos y Catamarca. Y corresponden a distribuciones 
normales dentro de los animales de Jujuy, debido a que el valor medio de D. O. de esta provincia 
es más elevado que el resto, haciendo que estos valores no sean atípicos (Figura IV.75). 
Figura IV.74: Análisis por ELISA indirecto 
!  
Figura IV.75: Análisis por ELISA indirecto discriminando por provincia de procedencia de los sueros 
(  
Histograma de densidad y Box-Plot de las D. O. a 450 nm de ELISA de 
Ac totales en suero de llama y guanaco preinmunes reactivos frente a 
rabia. Ambos gráficos contienen las determinaciones de toda la seroteca 
en dilución puntual 1/100.  
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Gráficos de Box-Plot de las D. O. a 450 nm desarrolladas en ELISA de Ac totales 
reactivos preinmunes frente a rabia, discriminando los sueros según la provincia de 
procedencia.  
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 Por medio del Método de Huber se analizó la presencia de outliers en cada provincia. Los 
mismos se descartaron y se volvió a calcular la normalidad de las muestras sin outliers. El 
resultado para los tres casos, fue que el descarte de los outliers condujo a muestras con 
distribución normal (Indicado con rojo en Tabla IV.9). Esto facilitó mucho la generación de los 
valores de corte. 
Tabla IV.9: Estadística descriptiva y análisis no paramétrico de la variable D. O. preinmune por 
provincia 
 La variable IAR analizada en el conjunto de los animales también tiene una distribución 
asimétrica; la mayor parte de los valores se ubica entre 0-50 % y se presentan valores atípicos 
(Figura IV.76). Cuando se hace la distinción entre las provincias de los cuales provienen los 
sueros, se ve que los valores atípicos son exclusivos de los sueros de los animales de Buenos 
Aires y Catamarca (Figura IV.77). Llamativamente, a pesar de tener un valor atípico, Buenos Aires 
sigue manteniendo una distribución normal. Este no es el caso de Catamarca, donde la presencia 
de 4 valores outliers (detectados por Método Huber) hace que la distribución difiera 
significativamente de una normal, pero cuando se descartan estos valores la distribución a la que 
se llega es normal. 
D. O. Provincia Buenos Aires Entre Ríos Catamarca San Luis Jujuy Chubut
n 28 25 35 10 13 12
media 0,14 0,14 0,11 0,1 0,44 0,08
sd 0,12 0,14 0,1 0,05 0,19 0,04
p (s-w) <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,3487 0,7647 0,8421
Método 
Robusto
3 outliers 3 outliers 2 outliers - - -
Descarte 
p (s-w)
0,2511 0,3179 0,387 - - -
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Figura IV.76: Análisis por ELISA avidez del parámetro IAR 
!  
Figura IV.77: Análisis por ELISA avidez del parámetro IAR discriminado por provincia de procedencia 
de los sueros 
!  
Histograma de densidad y Box-Plot de % IAR de ELISA avidez de suero de llama 
y guanaco preinmunes reactivos frente a rabia. Ambos gráficos contienen las 
determinaciones de toda la seroteca en dilución puntual 1/100.
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Gráficos de Box-Plot de % IAR de ELISA avidez de sueros preinmunes frente a rabia, 
discriminando los sueros según la provincia de procedencia.  
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Tabla IV.10: Estadística descriptiva y análisis no paramétrico de variable IAR preinmune por 
Provincia 
 La distribución de la variable IA a partir de las determinaciones en toda la seroteca, 
muestran asimetría. La mayoría de los valores se ubican entre 0-10 %, y existen varios valores 
atípicos que pueden verse en el Box-Plot. Los mismos, cuando se hace la distinción por provincia, 
se ve que pertenecen a Buenos Aires, Catamarca, Entre Ríos y Jujuy (no se ven por que la media 
regional es elevada). Solo para el caso de Entre Ríos el descarte de los outliers conduce a una 
distribución normal. En los otros casos, en los que todas las muestras contienen un valor outliers, 
no se llega a una distribución normal, aunque el p se acerca bastante a 0,1 si se lo compara con la 
muestra original.  Al igual que en la variable IAR, la media de IA de Jujuy es mayor que en el resto 
de la provincias. 
Figura IV.78: Análisis por ELISA avidez del parámetro IA 
!  
IAR Provincia Buenos Aires Entre Ríos Catamarca San Luis Jujuy Chubut
n 28 25 35 10 13 12
media 30,8 45 50,31 27,6 24,7 2,2
sd 16,9 26,3 36,1 10,6 5,5 1,8
p (s-w) 0,5686 0,05476 0,00004699 0,9913 0,4121 0,2542
Método 
Robusto
- - 4 outliers - - -
Descarte 
p (s-w)
- - 0,8289 - - -
Histograma de densidad y Box-Plot de % IA de ELISA avidez de 
suero de llama y guanaco preinmunes reactivos frente a rabia. 
Ambos gráficos contienen las determinaciones de toda la 
seroteca en dilución puntual 1/100.
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Figura IV.79: Análisis por ELISA avidez del parámetro IA discriminando por provincia de procedencia 
de los sueros 
!   
Tabla IV.11: Estadística descriptiva y análisis no paramétrico de variable IA preinmune por provincia 
 A partir del análisis serológico realizado sobre la seroteca preinmune con el objetivo de 
generar valores de corte para D. O. de ELISA indirecto y para los dos variables que caracterizan al 
ELISA avidez, que son la RAI y el IA. Estos valores fueron generados para cada provincia, por 
medio del cálculo de la media mas dos desvíos estándar de las muestras normalizada por 
descarte de outliers, a partir de aplicar Método Huber. En este caso para Buenos Aires y 
Catamarca, se contaba con un número semejante y considerable de muestras y al ser animales 
que están expuestos a ambientes distintos, se tomó la decisión de hacer la distinción. 
 A partir de las determinaciones serológicas realizadas sobre los animales que fueron 
inmunizados y además se les realizó el ensayo de SN; se procedió a la comparación de los 
valores desarrollados por estos con los valores con los valores de corte. Si dos de las tres (D. O., 
Gráficos de Box-Plot de % IA de ELISA avidez de sueros preinmunes frente a 
rabia, discriminando los sueros según la provincia de procedencia. 
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IA Provincia Buenos Aires Entre Ríos Catamarca San Luis Jujuy Chubut
n 28 25 35 10 13 12
media 4,61 6,04 5,03 2,67 11,40 0,91
sd 6,92 7,47839 5,55 1,56 4,82 1,58
p (s-w) <0,0001 4,068E-06 <0,0001 0,292 0,4423 0,0001777
Método 
Robusto
1 outliers 4 outliers 1 outliers - - 1 outliers
Descarte 
p (s-w)
0,014 0.4316 0,039 - - 0.001495
 146
Sección IV. Resultados
RAI, e IA) superan dichos valores, a ese suero se lo consideró protegido y luego se comparó esa 
consideración con el resultado del ensayo SN. A partir de esta última comparación, se generaron 
valores de especificidad y sensibilidad de la predicción de protección realizada de la siguiente 
manera: 
 Sensibilidad predictiva de protección   =                      (Protegidos SN)                          
                                                  (Falso Negativo Serología) + (Protegidos SN) 
 Especificidad predictiva de protección  =                       No Protegidos SN  
                                                 (Falso Positivo Serología) + (No Protegidos SN) 
 A continuación se muestran dos tablas (Tabla IV.12 y Tabla IV.13) que contienen las 
medidas de resumen de las provincias de Buenos Aires y Catamarca de las tres variables (D. O., 
IAR e IP) y el valor de corte generado. En las mismas se detallan el n (número de sueros), media, 
D. E. (desvío estándar), p (s-w) (p-valor del test de normalidad de Shapiro-Wilks) y Método Huber 
(cantidad de outliers detectados), para las poblaciones de muestras completas y aquellas en las 
que se descartaron los valores outliers. A partir de estas últimas se calcularon los valores de corte, 
como la media más dos desvíos estándar.  
Tabla IV.12: Valores de corte D. O., IAR e IA para Buenos Aires 
Datos          
Variables
D. O. D. O. 1º 
descarte 
de outliers
IAR IP IP 1º 
descarte 
de outliers
n 28 25 28 28 27
media 0,14 0,11 30,79 4,61 3,39
sd 0,12 0,06 16,96 6,92 2,55
p (s-w) <0,0001 0,2511 0.5686 <0,0001 0,014
Método Robusto 3 outliers - - 1 outliers -
Valor de corte 0,23 64,71 8,5
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Tabla IV.13: Valores de corte D. O., IAR e IA para Catamarca 
Figura IV.80: Q-Q plot de los IP de muestras de Catamarca (izquierda) y Buenos Aires (derecha) 
 
(  
 A pesar de que la variable IA no llega a ser normal por medio del criterio estadístico 
adoptado (p -S-W- > 0,1) para ninguna de las dos muestras, en los Q-Q plot de las mismas puede 
verse que la diferencia respecto de la recta esperada para una distribución normal, no es tan 
pronunciada. Por este motivo se hizo el mismo análisis que para con las otras variables. 
 Los valores de corte generados aplicados en el criterio de protección adoptado arrojaron 
los siguientes resultados de sensibilidad y especificidad. Estos resultados surgen del análisis 
realizado en las Tablas IV.14 y Tabla IV.15. 
Datos          
Variables
D. O. D. O. 1º 
descarte de 
outliers
IAR RAI 1º 
descarte 
de outliers
IP IP 1º 
descarte 
de outliers
n 35 33 35 31 35 34
media 0,11 0,09 50,31 39,84 5,03 4,18
sd 0,1 0,05 36,11 18,09 5,55 2,41
p (s-w) <0,0001 0,387 <0,0001 0,8098 <0,0001 0,039
Método Robusto 2 outliers - 4 outliers - 1 outlier -
Valor de corte 0,19 76 9
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En los gráficos se representan los cuantiles observados, en función de los cuantiles teóricos 
esperados de una distribución normal. Si la distribución de la muestra es normal, este 
gráfico aparece lineal.
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Sensibilidad predicción de protección “pequeña escala”= (4/(0+4))= 100% 
Especificidad predicción de protección “pequeña escala”= (9/(7+9))= 56% 
Sensibilidad predicción de protección “media escala”= (14/(0+14))=100% 
Especificidad predicción de protección “media escala”= (19/(16+19))=56% 
Tabla IV.14: Aplicación de valores de corte para Buenos Aires 
Vacuna Animal/
Tiempo de 
sangría
D. O. IAR IA SN (UI/ml)
VTG 824 0d 0,2 20 3 0
VTG 824 15d 1,4 41 59  0.57 
VTG 824 60d 0,6 102 57 1,89
VTG 824 150d 0,6 94 52 0,38
VTG 400 0d 0,1 37 2 0
VTG 400 15d 0,6 90 54  0.82
VTG 400 60d 0,1 71 5 0,14
VTG 400 150d 0,1 180 26 0,49
VSG 806 0d 0,1 2 0 0
VSG 806 15d 0,4 43 17 0,31
VSG jmc 0d 0,1 7 1 0
VSG jmc 15d 0,5 20 10 0,39
VPG 811 0d 0,6 17 10 0
VPG 811 15d 0,7 21 14 0
VPG 140 0d 0,3 12 4 0
VPG 140 15d 0,3 16 5 0
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En verde se destaca cuando el valor supera el valor de corte 
para cada parámetro y en violeta se destacan los falsos 
positivos serológicos. Valores de corte = D. O. (0,23), IAR (65), 
IP (8,5). Valores mayores a  0,5 UI/ml se consideraron como 
positivos. 
Sección IV. Resultados
Tabla IV.15: Aplicación de valores de corte para Catamarca 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En verde se destaca cuando el valor supera el valor de corte y en violeta se destacan los Falsos Positivos serológicos. 
Valores de corte= D. O. (0,19), IAR (76), IP (9). Valores mayores a = 0,5 UI/ml se consideraron como positivos. 
Vacuna Animal/ 
Tiempo de 
Sangría
D. O. IA IAR SN (UI/ml)
VSG ady l302 0d 0,16 8 50 0,0
VSG ady l316 0d 0,17 6 38 0,0
VSG ady l331 0d 0,38 9 24 0,1
VSG ady l300 15d 0,2 18 74 1
VSG ady l301 15d 0,25 14 56 1,62
VSG ady l302 15d 0,5 14 26 2,4
VSG ady l314 15d 0,4 31 83 3,2
VSG ady l315 15d 0,3 12 48 1,6
VSG ady l319 15d 0,3 22 75 1,2
VSG ady l330 15d 0,4 21 53 1
VSG ady l300 60d 0,4 21 52 0,71
VSG ady l302 60d 0,5 31 62 1,41
VSG ady l314 60d 0,2 18 74 1,8
VSG ady l315 60d 0,2 17 77 0,3
VSG ady l317 60d 0,2 18 81 0,7
VSG ady l318 60d 0,23 21 94 1,19
VSG ady l319 60d 0,3 21 81 0,72
VSG ady l332 60d 0,5 35 69 0,54
VTG l303 0d 0,2 4 24 0,05
VTG l312 0d 0,5 34 65 0,1
VTG l303 15d 0,1 6 44 0,10
VTG l306 15d 0,12 5 43 0,10
VTG l308 15d 0,2 14 63 0,1
VTG l311 15d 0,20 15 77 0,2
VTG l312 15d 0,8 58 76 0,1
VTG l303 60d 0,4 22 61 5
VTG l305 60d 0,32 18 57 0,06
VTG l306 60d 0,24 13 54 0,26
VTG l310 60d 0,23 17 73 0,05
VTG l311 60d 0,30 22 74 0
VTG l312 60d 1,0 68 71 0,1
VSG l320 60d 0,3 24 82 0,20
VSG l323 60d 0,3 20 75 0,16
VSG l324 60d 0,3 21 74 0,25
VSG l327 60d 0,4 12 28 0,06
Sección V. Discusión
Sección V 
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 El objetivo fundamental del trabajo de tesis fue la evaluación de la vinculación entre la 
presencia de Ac específicos contra distintos agentes infecciosos y la infección producto de los 
mismos, y Ac especificos producto de la vacunación y la protección generada por dicha 
vacunación. Es decir, se evaluó la utilidad de la serología como marcadora del estatus sanitario en 
un caso -para vincularla con la infección microbiana- y en el otro como marcadora de la sanidad 
animal -protección por vacunación-. Dicha evaluación consistió en un análisis por la técnica de -
fundamentalmente- ELISA indirecto, con la que se evaluó la prevalencia de Ac reactivos en sueros 
de llamas contra un conjunto de agentes infecciosos bacterianos y parasitarios y producto de la 
vacunación con virus rábico. Sobre dos cohortes de animales a las cuales se tuvo acceso durante 
la realización de la tesis se pudieron conducir análisis de búsqueda directa de los agentes 
infecciosos elegidos para luego vincular esos resultados con las determinaciones de Ac por 
ELISA. Estos ensayos fueron adaptados de otros ELISA utilizados para otras especies, como 
bovinos, porcinos y humanos dependiendo del agente infeccioso. A su vez y con el fin de 
caracterizar las respuestas inmunes humorales en función de los isotipos (IgG e IgM) y 
subisotipos (IgG1, IgG2 e IgG3) se desarrollaron AcMo contra los cinco tipos de Ig mencionados y 
se adaptaron los ELISA contra los AI para su determinación.  
 La siguiente discusión se articulará con algunas modificaciones en el orden y forma en que 
se expusieron los resultados, es decir que no es una imagen exacta de los resultados en la forma 
en que estos se organizaron. Particularmente en algunos ítems se hacen análisis transversales en 
los que se analizan todos los AI estudiados en función de la técnica empleada (ELISA indirecto y 
análisis de isotipos y subisotipos) y en otros casos se hacen individualizaciones de los AI por 
haberse llevado a cabo en estos una batería de reacciones únicas (A. lwoffii y B. abortus). Esta 
discusión comienza con la de los resultados obtenidos en la producción de los AcMo, luego se 
discute brevemente la elección de los microorganismos y el alcance y limitaciones de las técnicas 
adaptadas. A continuación de eso se discuten los resultados de las serologías conducidas 
contrastándolas con las búsquedas directas y con el ensayo de seroneutralización en el caso de 
vacunación antirrábica. Se discutirá la presencia de falsos positivos, los cuales se detectaron en 
todas las determinaciones realizadas y se elaboran posibles explicaciones para su presencia. A 
partir de estas explicaciones se pensó en la implementación de técnicas que permitan evaluarlos y 
debido a que las mismas surgieron a posteriori del planeamiento de los objetivos y la adquisición 
de los materiales y técnicas aparecen en esta sección de la tesis. Estos ensayos al mismo tiempo 
que son contundentes, complementan, sustentan y explican los resultados obtenidos, con lo cual 
se introdujeron en ésta sección de discusión, los resultados de las técnicas aplicadas para intentar 
entender la presencia de falsos positivos. Básicamente se trata de la exploración de la 
polirreactividad y la reactividad de Ac naturales de las Ig de estas especies.  
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1) Desarrollo de reactivos inmunológicos 
 Se lograron purificar con éxito todos los subisotipos de Ig de CS. Las mismas fueron 
utilizadas en los ELISA de screening durante la producción de AcMo. Dado que estos ELISA son 
los que dictaminaron el éxito concreto de la producción de los AcMo, el grado de purificación de 
estos Ag (Ig purificada) resultó crucial; más teniendo en cuenta que las diferencias entre los 
subisotipos de IgG son mínimas.  
 La producción de AcMo específicos contra los subisotipos de Ig (IgG1, IgG2 e IgG3) de CS 
fue una tarea que en función de los resultados obtenidos en la mayoría de los ELISA en los que se 
los utilizaron, no fueron lo esperado al momento de su producción. En particular, el problema de la 
baja sensibilidad afectó a todas estas determinaciones; por este motivo, para el sistema de rabia, 
se cambió la estrategia de ELISA indirecto por captura, obteniendo resultados negativos. Para el 
caso del AcMo anti IgG3, no se logró generar el reactivo, dado que nunca se satisficieron los 
requisitos de especificidad, por lo que se utilizó él suero del ratón sacrificado para la fusión, el cual 
tenía un título y especificidad aceptables.  
 En términos de la aplicación práctica de los AcMo anti isotipos de Ig (IgG e IgM) de CS, 
estos fueron más satisfactorios. En la mayoría de las determinaciones en lo que se los utilizó, se 
pudo determinar el isotipo de respuesta por medio de ELISA indirecto. 
 Existió una diferencia importante entre los reactivos generados. Mientras que los AcMo anti 
isotipo provienen de Ig purificadas de líquidos asciticos de ratones, con una concentración 
promedio de Ig monoclonal del orden de los mg/ml, los AcMo anti subisotipo son sobrenadantes 
de cultivo de hibridomas, en los cuales la concentración es del orden de µg/ml. Se intentó producir 
ascitis en estos últimos, pero en todos los casos los resultados fueron negativos. En la bibliografía 
se destaca un trabajo realizado en 2005 [136], en el que generaron AcMo anti subisotipo de Ig de 
CS (alpacas en EE.UU.), mediante la inmunización con las distintas Ig purificadas enteras. Esta 
última estrategia se intentó durante el transcurso de la presente tesis y en el pasado también, pero 
los resultados fueron siempre negativos a la hora de juzgar la especificidad. En este trabajo 
utilizan los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas con resultados aceptables [147]. 
 La estrategia de generar AcMo mediante la inmunización con péptidos sintéticos, mostró 
tener resultados dispares. Por un lado, para el AcMo anti IgG2 se tiene un sobrenandante de 
excelente reactividad y especificidad, así como también los respectivos clones productores. Por el 
otro, para el AcMo anti IgG3, se expuso anteriormente el fracaso de la estrategia. Quizás el tamaño 
de los péptidos pudo influir en el éxito, ya que el péptido derivado de IgG2 es más extenso que el 
de la IgG3. Ésta ultima especulación, no se condice con las buenas respuestas obtenidas con los 
ratones sujetos a plan de inmunización con el péptido derivado de la IgG3, con lo que lo más 
probable es que los problemas devengan de dificultades inherentes de la técnica de ELISA. 
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 A partir del trabajo realizado en la presente tesis, se cuenta con AcMo específicos y 
selectivos contra la IgM, IgG (1+2+3) de llama, con una funcionalidad probada a la hora de 
discriminar isotipos (G+M) de respuesta contra distintos Ag por medio de ELISA indirecto. También 
se generaron reactivos sujetos a ser mejorados, pero con gran parte del camino realizado, como 
lo son los clones anti IgG1 fundamentalmente y anti IgG2 y sus respectivos sobrenadantes, que 
mostraron algunos resultados positivos a la hora de discriminar isotipos de respuesta, pero 
muchos negativos. Cabe destacar que estos reactivos no se encontraban desarrollados en el país 
(anti IgG, IgG1, IgG2) y el anti IgM, qué no se encontraban desarrollados. 
2) Elección de antígenos y técnicas 
 La elección de los microorganismos fue uno de los puntos más sensibles y a la vez claves 
en el desarrollo de este trabajo, ya que la importancia sanitaria y la experiencia previa varió de 
unos a otros. La tarea de la elección se sustentó en primera medida sobre la base de la 
colaboración permanente que tuvo el grupo de trabajo con grupos expertos para cada 
microorganismo –pero aplicados en otras especies– y luego se analizó la posible relevancia en CS 
de los agentes a los cuales se tenía acceso y se decidió si valía la pena continuar con el trabajo. 
La continuación constó en la adaptación de metodologías para medir Ac en llamas, ya que éstas 
técnicas estaban originalmente aplicadas –por cada grupo experto– en otras especies animales. 
Particularmente con los ELISA, además de adaptarlos, se constató la existencia en bibliografía de 
trabajos similares en algunas de las especies de camélidos y se siguieron algunos lineamientos de 
estas experiencias previas. Ésta última situación fue importante para la conducción del análisis 
estadístico, ya que cualquier grupo que se plantee hacer serología retrospectiva en estas especies 
tiene el problema de la inexistencia de controles, con lo que la adopción del criterio de positividad 
no fue trivial.  
 Las técnicas aplicadas para Mycobacterium avium ssp paratuberculosis (M. a. p.) y 
Trichinella spiralis (T. s.) se encontraban validadas una para bovinos y la otra para porcinos y 
humanos respectivamente. Además en el primer caso se usó un Ag comercial que también se 
encuentra validado y en el segundo caso se trata de un Ag producido por el grupo experto que 
consta de una validación interna. Un caso similar al sucedido con las técnicas aplicadas en las 
determinaciones hechas para las bacterias pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia en las 
cuales se contó con un Ag específico de cada genomovar ensayado (O.M.P especificas de cada 
uno) y que se utilizan como Ag en la caracterización serológica por ELISA en humanos. 
   
 Las técnicas conducidas para Pasteurella multocida (P. m.) y Mannheimia haemolytica (M. 
h.) no poseen el grado de validación que tienen las primeras, y las técnicas se adaptaron de las 
aplicadas en ratones para medir la respuesta inmune producto de la vacunación experimental. 
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 Para Sarcosystis aucheniae (S. a.) el desarrollo de la técnica y el Ag estaba 
completamente en curso al momento de la aplicación en este trabajo de tesis. El grupo experto 
seleccionó bandas inmunodominantes desarrolladas por sueros de llamas en función de la técnica 
de WB y posteriormente electroeluyó estas bandas de los SDS-page constituyendo así dos Ag: 
uno de bajo y otro de alto peso molecular. Luego condujo un análisis de seroprevalencia en su 
seroteca de llamas, sin constatar los resultados con las búsqueda directas del parásito para cada 
animal analizado, con lo que la validación es parcial.  
 Para el caso de rabia, a partir de un Ag con calidad conocida, como lo fue el virus entero 
inactivado presente en una vacuna comercial, se desarrolló un ELISA “in house” y adaptaciones 
del mismo, para medir avidez e isotipos de Ac. Los resultados en este caso se contrastaron con 
los valores por la técnica de referencia para diagnosticar la protección y además se compararon 
las respuestas de algunos sueros con un ELISA comercial, al cual se tuvo un acceso restringido. 
 Los casos anteriores son diferentes de los casos de las serologías hechas para A. lwoffii y 
B. abortus. En el primer caso se utilizó como Ag la bacteria entera aislada de las vías aéreas 
respiratorias de llamas y todo el desarrollo de la técnica fue “casero” y sin validación ni experiencia 
previa. En el segundo caso también se utilizó la bacteria entera pero ésta se utilizaba para la 
detección de Ac en perros; cabe destacar que para la cohorte de llamas de Catamarca se hizo el 
diagnostico serológico recomendado por SENASA en el diagnóstico veterinario, mediante la 
técnica de aglutinación. En ambos casos se tuvo la certeza de la calidad de los Ag, pero las 
técnicas no estuvieron formalmente validadas. 
3) Ampliación de seroteca  
 Esta parte del trabajo también cobró un valor muy importante, ya que además de permitir 
aumentar el número de sueros de animales con los que se contaba, permitió realizar por un lado 
las vacunaciones antirrábicas y por otro las técnicas de búsqueda directa. Los grupos de animales 
a los cuales tuvimos acceso estaban ubicados en provincia de Buenos Aires en un caso y con este 
grupo de 8 llamas se estuvo en contacto durante 5 meses, con lo cual hubo que viajar a la ciudad 
de Cañuelas (80 Km del lugar de trabajo) unas 5 veces para hacer tareas de campo. El segundo 
grupo de llamas al que tuvimos acceso estaban ubicadas en la provincia de Catamarca, y a 
diferencia del primero y por razones de distancias (1400 Km del lugar de trabajo), sólo se estuvo 
en contacto directo un día, en el que se llevaron a cabo las tareas de sacar sangre e 
inmunizaciones; la reinmunización y posteriores extracciones de sangre quedaron a cargo de los 
dueños de las llamas. Cabe destacar que estas últimas las llamas se ubicaban en el cerro La 
Hoyada, a unos 200 Km de la ciudad de Santa María, siendo el acceso al mismo un camino de 
dificil acceso para un vehículo estándar.  
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 El acceso a las muestras, por lo tanto, no fue una tarea sencilla. Si bien la distribución 
geográfica de las muestras finales es amplia y están representadas casi todas las zonas del país, 
no son representativas -en términos estadísticos- de cada una debido a la heterogeneidad en la 
cantidad entre ellas, pues en algunos casos son muy pocas como para hacer una comparación 
entre regiones. 
4) Análisis serológico 
  Si bien la presencia de Ac no significa necesariamente que el animal esté infectado 
ni que sea capaz de transmitir el patógeno, la misma es una indicadora indirecta del contacto/
exposición con el patógeno, siempre y cuando el ensayo haya sido adecuadamente diseñado. El 
sentido de las determinaciones aquí expuestas atiende más a la sanidad qué a la biología 
inmunopatológica específica del patógeno en cuestión. 
 A partir de la caracterización inmunológica contra los distintos AI, se intentó conocer el 
estatus serológico de las llamas. Estas determinaciones serológicas pueden o no estar en relación 
con la presencia del AI o con estadios particulares de la enfermedad. Para dirimir esto, la mejor 
alternativa es la búsqueda directa de los AI por medio de cultivos, PCR o identificación 
microscópica, y luego comparar estos resultados con las determinaciones serológicas. Esta fue la 
secuencia lógica que se aplicó al hacer el análisis aquí descripto.  
4.A) ELISA indirecto 
 Una de las dificultades que apareció a priori fue el no contar con sueros controles de llama 
–no existen para la especie– ni suficientes animales que se supieran que estuviesen infectados 
(control positivo, no para todos los microrganismos se contó con esta certeza) o que se supiese 
que fuesen sanos (control negativo) para todos los microorganismos analizados. Por ese motivo, 
no se pudieron construir valores de corte para las D. O. desarrolladas en los ELISA a través del 
método tradicional de la media de las D. O. más 2 o 3 D. E. de la población normal sana (control 
negativo).  
 Existen varias estrategias estadísticas para calcular valores de corte a partir de 
poblaciones de datos de los cuales no se tiene información clínica –controles–. Los mismos se 
basan en análisis no paramétricos y aunque muchas veces parecen arbitrarios [148, 149], 
permiten inferir características de estas poblaciones que de otra manera no saldrían a la luz, como 
lo es la clasificación presuntiva entre sueros positivos y negativos serológicos.  
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 Dado que el objetivo de esta parte del trabajo fue identificar con cuáles microorganismos 
valía la pena seguir trabajando, se decidió comparar de modo descriptivo las distribuciones de los 
valores de D. O. de los sueros por ELISA para cada AI. En lugar de hacer un análisis estadístico 
donde se calculen porcentajes de positivos, se identificaron valores de D. O. que en la distribución 
de valores se mostraban lo suficientemente alejados del valor medio y además eran outliers, 
siendo éste el “criterio de positividad aplicado” (análisis no paramétrico). Así, a partir del análisis 
de las distribuciones de D. O. de cada AI en comparación, se puede tener una idea integral de las 
respuesta inmune de anticuerpos. Se identificaron sueros candidatos de ser positivos, y AI 
candidatos de estar en contacto con CS. A partir de estas dos aproximaciones se eligieron los AI 
para el estudio prospectivo.  
 En líneas generales se obtuvieron tres tipos de distribuciones de D. O. a partir de los 
ELISA:  
• La primera distribución es la que se encontró con los valores de D. O. obtenidos en los ELISA 
contra M. a. p., S. a. y A. lwoffii. Esta distribución se caracterizó por un valor bajo de D. O. en 
la mayoría de las determinaciones y a algunos de los sueros se los observa alejados de la 
distribución de valores mayoritariamente bajos. Es decir, se trata de distribuciones 
asimétricas. Esto se observó en las figuras de Box-Plot (Figuras IV.23, IV.29, IV.50), y a los 
puntos alejados de este gráfico se los conoce como valores atípicos. Así un análisis válido 
podría ser el siguiente: estos sueros que desarrollaron valores altos de D. O., alejados del 
valor promedio bajo desarrollado por la mayoría de los sueros, pueden considerarse sueros 
candidatos de ser positivos. Para el caso de A. lwoffii, lo que se observó es que el conjunto de 
valores atípicos es numeroso, lo que pudiera indicar que estos son una muestra de animales 
de alta D. O. diferenciada de la muestra de baja D. O. 
 Una de las cosas que se sabe de estos microorganismos, es que están en contacto con los 
CS independientemente de si producen o no un cuadro clínico patológico. Para S. a. se sabe que 
tiene una prevalencia que puede supera el 70% en algunas regiones, con lo que el grado de 
exposición teórico que se espera en los animales es alto. De A. lwoffii, se desconoce la real 
implicancia patológica del microorganismo, sin embargo, fue aislada del 30% de las fosas nasales 
de llamas de Catamarca durante la presente tesis.  
 Si bien no existen datos de prevalencia de M. a. p. en llamas y tampoco reportes formales 
por parte de SENASA ni de ninguna institución al respecto, se sabe que la incidencia de la 
paratuberculosis en el ganado está en ascenso a nivel mundial y está reportado el rol que pueden 
desempeñar en ésta patología ganados alternativos y/o exóticos y la vida salvaje. Sumado a esta 
situación, el entramado socioproductivo de Argentina (centrado en el agro y la ganadería) tiene 
consecuencias inevitables en relación con la prevalencia de AI particulares del ganado. Es por 
esto, que el estudio de M. a. p. en CS debería ser objeto de análisis para las autoridades 
sanitarias, más considerando que hay reportes en el ganado bovino argentino. 
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• La segunda de las tres distribuciones encontradas está representada por M. h. y P. m. (Figuras 
IV.25, IV.27). La misma se caracterizó por valores promedio de D. O. =1,0, que se pueden 
observar en los histogramas. En los Box-Plot, puede observarse que solo uno de los sueros 
tiene un valor de D. O. atípico contra M. h., mientras que para P. m. no se observan valores 
atípicos. Para ambos casos se observó que la distribución es simétrica alrededor de este 
valor de D. O. =1,0. Dado que este valor es alto y teniendo en cuenta que ambas bacterias son 
patógenos oportunistas y microbiota normal de CS, un análisis valido sería que los animales 
están en contacto con estas bacterias, desarrollando así valores elevados de Ac, pero al 
tratarse de animales que no presentan cuadros respiratorios infecciosos, estos niveles de Ac 
no son consecuencia de la infección, si no del contacto. Las distribuciones simétricas no 
permiten ninguna estrategia de identificación de valores positivos, pues todos los datos se 
comportan como “cluster”. A los valores absolutos de D. O., hay que analizarlos no solo en 
función del valor absoluto, sino también relacionándolos con el tipo de patógeno que se trate. 
Otra línea de análisis podría ser la siguiente: los animales desarrollan normalmente un nivel 
elevado de Ac producto del contacto permanente con estas bacterias, ya que son patógenos 
oportunistas; animales que desarrollan un nivel menor que el promedio, quizás sean más 
susceptibles a contraer la enfermedad cuando se dan las condiciones específicas para que 
esta se manifieste, en el caso de estas bacterias se requieren eventos estresantes. Cabe 
destacar también que los Ag son las bacterias enteras, con lo que también parte de esta alta 
reactividad podría ser inespecífica. En todo caso, podría pensarse que las poblaciones de Ac 
inespecíficas se distribuyen con valores elevados y son simétricas. 
 En resumen podría suceder entonces que esta supuesta positividad se deba a reactividad 
cruzada o que se trate de la alta tasa de contacto con el microorganismo. En cualquiera de los 
casos, se impone la necesidad de búsqueda directa del microorganismo para dirimir ambas 
hipótesis.  
• La tercera de las distribuciones encontradas, es la que se observó en los datos obtenidos para 
T. s. (Figura IV.31). La misma se caracterizó por ser una distribución esencialmente 
simétrica con algunos valores atípicos que la alejan de la normalidad. Dado que T. s. es un 
patógeno de difícil asociación con los herbívoros, por que su ciclo de vida implica consumo de 
carne infectada, la simetría de la distribución podría estar indicando –al igual que en el caso 
anterior– Ac inespecíficos y los valores alejados podrían ser animales infectados o expuestos 
a T. s. o incluso a algún parásito relacionado, ya que los ELISA se hicieron con los Ag E/S que 
comparten epitopes con otros parásitos.  
 También puede observarse que la mediana y/o las distancias entre los cuartiles inferiores y 
superiores (distancia de la caja: muestra la variación de los datos) presentan diferencias cuando 
se hace la distinción de los sueros según la provincia de procedencia para la mayoría de los AI 
(Figuras IV.24, IV.26, IV.28, IV.30, IV.32 y IV.51). Debido a la disparidad en el número sueros por 
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provincia, a que los desvíos obtenidos también son distintos y por último que se trata de muestras 
en general no normales; el análisis estadístico a este nivel resultó engorroso y limitado, y se 
decidió no aplicarlo.  
4.B) Caracterización cualitativa 
 Esta parte del trabajo atendió a dos motivaciones centrales: 
• Una fue la caracterización en sí misma con fines descriptivos, apostando a una diferencia –por 
ejemplo– entre los isotipos de Ac detectados ante bacterias y parásitos.  
• Otra fue que muchos de los diagnósticos serológicos que se llevan a cabo en la clínica 
humana, tienen esta secuencia lógica: primero se hace una técnica de alta sensibilidad 
(ELISA), a partir de la cual se seleccionan los positivos y luego sobre este grupo se hacen 
técnicas más específicas como WB y/o IFI, que confirman la positividad de la primera técnica. 
Con lo cual se estarían extrapolando estrategias probadas para el diagnóstico serológico 
humano en el análisis de la plausibilidad de la serología para CS.  
 La batería de reacciones cualitativas llevadas a cabo sobre los distintos AI no fue 
homogénea: para T. s. se hizo sobre una parte de la seroteca el “diagnóstico serológico” que 
consiste en hacer ELISA, WB e IFI para cada suero. Para el caso de M. a. p. no se hizo WB por 
que el Ag utilizado se encuentra validado para su uso en ELISA. Para el caso de P. m. y M. h. 
debido a que no se disponía de información contundente en la validación del Ag utilizado y 
teniendo en cuenta los resultados que se obtuvieron por ELISA (D. O. promedio de 1,0) se hizo 
WB para caracterizar la reactividad de los sueros y además se llevó a cabo un análisis 
comparativo con ratones que recibieron vacunación experimental con estas bacterias en 
comparación con un grupo de llamas seleccionadas. En el caso de S. a. el panorama implicó 
muchas más indeterminaciones, ya que el Ag no estaba validado y además fue limitante.  
 Para todos los AI y para casi todos los sueros testeados se pudo determinar el isotipo (G/
M) de respuesta. Para algunos sueros reactivos sobre algunos de los AI, se pudo determinar el 
subisotipo (IgG1, IgG2 o IgG3) de respuesta. La aplicación de las técnicas de evaluación cualitativa 
se hicieron en función de: a) las calidad del antígeno (proteína pura, validada, extracto, etc); b) las 
referencias en la bibliografía acerca de dicha valoración serológica, para otras especies; c) la 
disponibilidad de reactivos y materiales. 
4.B.1) Determinación de isotipos y subisotipos específicos 
 La determinación de isotipos y subisotipos de respuesta específicos, constituyó el objetivo 
principal y primordial de la caracterización cualitativa de la respuesta inmune humoral específica 
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frente a los AI que se planteó hacer para esta tesis y es la única de las determinaciones 
cualitativas que se realizó en todos los AI.  
 En muchos casos sucedió que no se pudo detectar Ig específica de ninguno de los 
subisotipos (IgG1, IgG2 e IgG3) en el suero de algunos animales cuando sí se había detectado el 
isotipo IgG para ese mismo suero, lo que en parte desalentó esta caracterización. En particular 
para el caso de M. a. p. 3 de los 7 sueros analizados fueron negativos para los tres subisotipos, 
cuando los mismos sueros daban positivos para la presencia de IgG (Figura IV.33). Lo mismo 
sucedió para los demás AI en la siguiente proporción: M. h. (4/6), P. m. (2/6), S. a. (4/6), T. s. (5/7) 
y A. lwoffii (6/6) (Figuras IV.36; Figuras IV.40, Figuras IV.44, Figuras IV.46 y Figuras IV.53, 
respectivamente).  
 Este no fue el caso para las determinaciones de los isotipos (IgG e IgM) específicos, que 
se pudieron determinar para todos los sueros. Quizás ésta diferencia radicó en la calidad de los 
reactivos utilizados, ya que para estos últimos se contaba con ascitis -hechas en ratones- donde la 
cantidad de AcMo es del orden mg/ml, mientras que para los subisotipos no se pudieron obtener 
líquidos asciticos productivos, de modo que se tuvo que trabajar con los sobrenadantes de cultivo 
de los hibridomas, siendo la concentración de AcMo del orden de µg/ml. 
 Otra explicación posible para estos resultados, es que la sensibilidad ofrecida por los AcMo 
desarrollados, en un diseño de ELISA indirecto, no fue suficientemente alta. En particular, los 
isotipos no convencionales son minoritarios en el suero de los CS, por lo que la unión de la IgG1 
(convencional) podría bloquear los sitios de unión de los isotipos no convencionales, conduciendo 
a una señal muy baja al utilizar anti-IgG2 o anti-IgG3. Por otro lado, la capacidad de los AcMo para 
reconocer a los distintos subisotipos nunca fue muy alta, pues -con el fin de propiciar la 
especificidad- se los diseñó para reconocer la región bisagra, que -en solución- no se encuentra 
suficientemente expuesta. En contraparte los epitopes reconocidos por los AcMo anti IgG e IgM 
que están más expuestos por ser regiones del Fc. 
 Independientemente de las dificultades técnicas discutidas arriba, En la tabla V.1 se 
muestran la cantidad de sueros en los que se logró determinar la presencia de subisotipos 
específicos e isotipos para los distintos AI. Los resultados muestran que se detectó IgG1 e IgG3 
aisladas y juntas para M.a.p, P.m, M.h y T.s, en los sueros de algunos animales. Solo para S.a se 
detectó IgG1 o IgG3. La IgG2 pudo detectarse aislada para las bacterias P.m/M.h. La IgM solo se 
pudo detectar para P.m. No se detectaron asociaciones claras entre los isotipos y el tipo de 
microorganismo, ni tampoco asociaciones de isotipos G/M, ni IgG1 versus IgG2 e IgG3 
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Tabla V.1: Isotipos y subisotipos específicos detectados para cada agente infeccioso 
 
4.B.2) Análisis de avidez en el tiempo 
 Otro de los análisis para caracterizar cualitativamente la respuesta inmune humoral, fue la 
determinación de la avidez de los sueros en distintos tiempos de sangría para las cohortes con las 
cuales pudo hacerse un seguimiento cronológico. Este enfoque parte de la premisa teórica de que 
en el progreso de la respuesta inmune adaptativa, hay una maduración de la afinidad de los Ac 
específicos, que se traducirá indefectiblemente en el aumento de la avidez del suero, siendo ésta 
un indicio de respuesta inmune específica. Al hacer los experimentos y observar que el 
experimento funcionaba para otros sistemas, se decidió hacer la prueba de observar este valor en 
suero de animales de distintos tiempos de sangría contra los AI aquí seleccionados, para evaluar 
la progresión en el tiempo de este parámetro. 
 Se pudo concluir un aumento de avidez en el grupo de animales de Catamarca analizados 
contra M. a. p. –aumentos de IAR– y en el grupo de animales analizados contra M. h. –aumentos 
de IA– (Figuras IV.35A y IV.37A, respectivamente). Para el resto de las determinaciones (P. m., S. 
a., M. a .p. grupo Buenos Aires y A. lwoffii) la avidez –en sus dos parámetros– resultó constante 
en el tiempo (Figuras IV.41A, IV.45A, IV.34sA y IV.55A, respectivamente). 
Nota: “Si”, implica que la D. O. fue mayor-igual a 0,1. El número entre () denota la cantidad de sueros. 
Valores tomados de Figuras IV.33, IV.36, IV.40, IV.43, IV.46 y IV.53.
AI/Ag 
Isotipo (n)          
M. a. p. 
(PPA)
P. m.
(bacteria 
entera)
M. h. 
(bacteria 
entera)
S. a. 
(Banda 
electroeluida)
T. s. 
(Ag E-S)
A. lwoffii 
(bacteria 
entera)
IgG1 aislada si (1) si (2) no si (1) no no
IgG2 aislada no si (1) si (1) no no no
IgG3 aislada si (2) no no si (1) si (1) no
IgG1 +  IgG2 no no no no no no
IgG1 +  IgG3 si (1) si (1) si (1) no si (1) no
IgG2 +  IgG3 no no no no no no
IgG total si (7) si (6) si (6) si (5) si (3) si (6)
IgM aislada no si (3) no no no no
IgG1 +  IgM no si (1) no no no no
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4.B.3) Análisis particulares 
Mannheimia haemolytica / Pasteurella multocida 
 Se realizó el análisis de la avidez en comparación con ratones preinmunes, control y 
vacunados con dos tipos de vacunas; este análisis arrojó diferencias importantes en la respuesta 
inmune contra las bacterias. Más allá de que la comparación estricta entre las D. O. desarrolladas 
por los sueros de llamas y ratones es deficitaria, ya que se utilizaron Ac conjugados diferentes, las 
diluciones en las que estos –y los sueros– se usaron fueron las mismas. Con lo que si bien, la 
comparación es parcial, no esta fuera de lugar. 
 Contra M. h. se observó que la intensidad de la señal de D. O. y la avidez (IA) que 
desarrollaron las llamas está a la altura de los ratones vacunados con los dos tipos de vacunas, 
habiendo una diferencia significativa con los ratones preinmunes y controles (Figura IV.38). Es 
decir, las llamas tienen una respuesta que se parece a la de animales que recibieron 
inmunización. 
 Contra P. m. se observa que los sueros de llamas desarrollan una D. O. comparable con 
los ratones vacunados y mayor que los ratones preinmune y control, pero la avidez (IA) que 
desarrollaron las llamas está a la altura de los ratones que no recibieron vacunación. Esta 
situación hace pensar que quizás, esta respuesta se deba a reactividad cruzada entre las 
bacterias. La posibilidad de una reacción cruzada, además de ser teóricamente factible, está 
respaldada por el hecho de que ratones vacunados con la VE desarrollan una respuesta 
específica contra P. m., aún cuando este Ag no está en la formulación de la vacuna (Figura IV.42). 
Acinetobacter lwoffii 
 El análisis serológico de A. lwoffi surgió producto de la serendipia, ya que no se estaba 
buscando esta bacteria. Luego se transformó en uno de los pocos agentes microbianos sobre el 
cual se tenían datos concretos –cultivos microbiológicos– de exposición. Los hechos de que la 
intensidad de la señal de D. O. entre los animales con cultivo positivo y negativo no sean 
significativamente distintas (Figura IV.52 y Tablas IV.7 y IV.8), de que se hayan encontrado 
animales con cultivo negativo y alta D. O., y animales cultivo positivo y baja D. O., hacen de la 
serología un mal candidato predictivo de la exposición contra esta bacteria. 
 El análisis por WB reveló que no se observaron diferencias nítidas entre los animales con 
cultivo positivo y negativo (Figura IV.56A). Sí se pudieron ver diferencias en los patrones 
obtenidos para los sueros de animales de distintas regiones que se analizaron. Se puede ver que 
los sueros de la región de Catamarca -donde se obtuvieron los aislamientos- presenta mayor 
cantidad de bandas que las otras regiones (Figura IV.56B). Estas evidencias son sumamente 
originales ya que en bibliografía no está descripto para llamas este tipo de colonización; sumado a 
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esto hay un interés creciente por bacterias pertenecientes a las especies de Acinetobacter no 
baumanii. 
Complejo Burkholderia cepacia 
 El género Burkholderia esta compuesto por más de 20 genomovares, ampliamente 
dispersos en la naturaleza que pueden originar infecciones en animales y plantas, y se 
caracterizan por ser patógenos oportunistas. Dada su alta resistencia a casi todos los antibióticos, 
una vez que se produce la infección, su remisión es complicada. A algunos de los genomovares se 
les da uso industrial como bioremediadores de suelos contaminados con petróleo, debido a su 
gran capacidad para obtener carbono de fuentes no convencionales. 
 Existen reportes de infección en camellos por Burkholeria mallei [150]. En el ganado hay 
reportes de mastitis en ovejas producto de la infección con Burkholderia vietnamiensis [151]. Estos 
reportes en el ganado motivaron la realización de estas serologías. Además Burkholderia 
cenocepacia y multivorans (genomovar III y II) son los genomovares más relevantes desde el 
punto de vista de la microbiología clínica humana, pues se encuentran asociados a neumonía en 
pacientes con fibrosis quística nosocomial. 
 Las distribuciones de D. O. contra cada genomovar fueron diferentes –detectándose los 
tres tipos de distribuciones antes mencionadas: simétricas, asimétricas y simétricas con valores 
atípicos– y se encontraron diferencias entre las regiones analizadas (Figuras IV.57, IV.58, IV.59, 
IV.60 y IV.61). Se encontraron animales, genomovares y regiones dentro de un genomovar con 
valores elevados de D. O. (>1,0), cuyo significado es incierto. Se puede pensar cierto en grado de 
ubicuidad en la presencia ambiental de estos grupos de bacterias, pero el escaso reporte de 
infecciones en animales dificulta la interpretación. Un hecho característico encontrado en algunos 
sueros contra dos de los genomovares, es la presencia de valores atípicamente bajos en relación 
con la distribución de la mayoría de los sueros (Figuras IV.58B y IV.61B); sí se considera a estas 
bacterias como parte del ambiente y el nivel medio de D. O. como normal y esperado del contacto 
estrecho, quizás esos animales que desarrollaron una D. O. atípicamente baja en relación con el 
grupo de animales analizados, podrían cursar algún tipo de inmunosupresión.  
 Se utilizó un Ag específico para cada genomovar, como lo son las O. M. P. (Outer 
Membrane Protein) bacterianas, por lo que las probabilidades de reacción cruzada serían 
menores que en el caso de utilizar las bacterias enteras. El isotipo principal detectado es el IgG, 
aunque en algunos casos también se detectó IgM.  
Brucella abortus 
 La brucelosis es una zoonosis que afecta al ganado y puede ser transmitida al humano. Se 
ha investigado, en numerosas ocasiones, la incidencia y relevancia de estas infecciones en las 
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distintas especies que conforman la familia Camelidae (ver Introducción apartado 2.E.1). En 
camellos se ha generado un histórica controversia sobre cuál de las especies de Brucella (abortus 
o melitensis), es la que genera patología. En CS hubieron muchos trabajos dedicados al estudio 
de seroprevalencia contra estas bacterias; la mayoría de los mismos dictaminaron la ausencia de 
Ac y los animales no presentan la patología.  
 Las determinaciones aquí realizadas, siguen en línea con las determinaciones realizadas 
por otros grupos en Sudamérica, siendo las mismas negativas; la negatividad por ELISA se 
constató con negatividad por la técnica de aglutinación, que es la que se aplica en el diagnóstico 
serológico de brucelosis veterinaria. Los valores de ELISA no fueron estrictamente cero, 
mostrando cierta variabilidad. Al evaluar la reactividad de esos mismos sueros contra el LPS de 
E. coli (Figura IV.62A, Sección Resultados), se observa el mismo patrón de reactividad. En estas 
condiciones, la variabilidad "basal" detectada contra B. abortus se explicaría por una reactividad 
cruzada con LPS bacteriano. La intensidad de la señal de D. O. se mantiene en los animales 
muestreados en distintos tiempos de sangría del mismo modo que se mantiene constante la 
avidez (Figura IV.63). 
4.C) Búsqueda directa de los microorganismos 
 A continuación se discuten los hallazgos principales de la búsqueda directa, para cada uno 
de los microorganismos. El valor del resultado de las búsquedas directas de los microorganismos 
es fundamental, siendo en general las técnicas de referencia en el diagnóstico de las patologías 
infecciosas. En el caso de este trabajo constituyen el marco de referencia en el cual se articuló y 
contra el que se constataron los valores serológicos obtenidos.  
•  Los cultivos de M. a .p. realizados en primera instancia en 8 animales y luego en 23, fueron 
todos negativos. Para los primeros, dos de los ocho animales resultaron “positivos” por ELISA 
(calificaban como outliers), el isotipo detectado en ambos casos fue IgG y en un caso se pudo 
determinar el subisotipo IgG3. Si bien los cultivos de micobacterias no son sencillos ya que 
tienen puntos finales muy largos -hasta 6 meses- y específicamente este cultivo depende de la 
presencia de factores de crecimiento particulares, el sheeding (excreción) de la bacteria 
coincide con la presencia de Ac. Esos animales son falsos positivos serológicos, lo que implica 
nuevamente la pobre asociación entre la serología y en este caso la exposición/infección.  
•  Los cultivos microbiológicos e identificación por MALDI-TOF de P. m. y M. h. realizados 
sobre 37 animales de Catamarca, fueron todos negativos, y esa población de animales, al 
igual que el resto, muestra un valor medio de D. O. =1 para ambas bacterias, con lo cual 
también constituirían falsos positivos. En este caso, al ser el cultivo de estas bacterias menos 
probable en caso de no haber patología –ya que las mismas son cultivables cuando 
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desarrollan enfermedad–, quizás los cultivos no representan la realidad y las bacterias estaban 
presentes y no se pudieron cultivar.  
 El hallazgo fortuito de A. lwoffii y su identificación por MALDI-TOF (Tabla 5.III) cuando se 
buscaba aislar P. m. o M. h., sirvió como uno de los pocos sistemas en el que se tuvo la certeza 
de saber qué animales eran cultivo positivos. Cuando se compararon los niveles de D. O. entre 
estos animales y los animales con cultivo negativo, se observó que no hubo diferencias 
significativas. Muchos animales que tenían cultivo positivo desarrollaron valores de D. O. bajos 
(falsos negativos) y animales que habían resultado negativos en el aislamiento de la bacteria 
mostraron valores elevados de D. O. (falso positivo) (Figura IV.48 y Tabla IV.7). Esto es un hecho 
contundente de la pobre relación de la serología como marcadora puntual de la presencia de la 
bacteria.  
 A nivel del grupo de animales analizados, la presencia de A. lwoffii en las vías aéreas 
respiratorias de las llamas, origina una muestra de valores que en conjunto se distribuyen no 
normal, con presencia de outliers y con un valor medio de D. O. bajo. Al descartar los valores 
outliers, no se origina una muestra normal. Con la certeza de la presencia de la bacteria, se puede 
repensar el resultado de la serología de la siguiente manera: se podría pensar que la presencia de 
la bacteria aleja la distribución de la normalidad. A su vez, las distribuciones en todas las regiones 
son no normales, por lo tanto, la bacteria podría estar presente en todas las regiones.  
 El grado de exposición (colonización-oportunista o infección-infeccioso), es lo que podría 
determinar tanto el nivel medio de D. O., como la presencia de los valores outliers. Al ser un 
potencial patógeno oportunista, mantiene un relación comensal con los animales, de modo que es 
microbiota normal, lo que podría generar cierta tolerancia inmunológica. Así, una vez que 
transcurre un tiempo desde la colonización, los animales se volverían menos reactivos aún 
cuando esté presente la bacteria. Esto explicaría porqué la bacteria puede estar presente y que no 
se refleje en el nivel de Ac (falsos negativos). Se podría haber buscado Ac en mucosas aunque no 
está descripto el isotipo IgA en llamas. Tanto la infección como el “primer” contacto con la bacteria 
comensal al colonizar al animal podrían ser los causantes de la presencia de outliers. Podría 
suceder que la bacteria en realidad esté presente, pero en cantidades que dificulten el cultivo, de 
modo que no se pueda aislar y cultivar, pero que genere una respuesta inmune fuerte (falsos 
positivos serológico por falso negativo microbiológico). Durante la infección la carga bacteriana 
aumenta y los cultivos estén favorecidos por una mayor cantidad y adaptabilidad bacteriana (así 
sucede con los cultivos de P. m. y M. h.). 
•  Las dos triquinoscopías llevadas a cabo en animales que resultaron positivos serológicos 
para T. s. fueron negativas, con lo que los resultados serológicos son nuevamente falsos 
positivos. Los positivos serológicos resultaron de la aplicación conjunta de ELISA indirecto, IFI 
y WB, y el criterio adoptado fue que si 2 de las 3 técnicas eran positivas se consideraba al 
animal positivo.  
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•  La búsqueda directa por medio de biopsia de S. a. resultó positiva en el único animal en 
que se realizó. Se identificaron macroquistes característicos del parásito en tejido muscular del 
cuello y corazón. La determinación serológica por ELISA de este animal arrojó una D. O. =0,3. 
La misma, si se analiza en comparación con el conjunto de los sueros analizados, es negativa, 
ya que se determinaron valores de D. O. superiores a 1,5 en el suero de varios animales. Así, 
este resultado serológico es un falso negativo, es decir, un animal que efectivamente está 
infectado y no desarrolla Ac específicos en la cantidad esperada. 
 Una de las causa más probables de que haya falsos positivos serólogicos en la mayoría de 
los sistemas desarrollados, es la reactividad cruzada. En la mayoría de las determinaciones se 
usaron Ag complejos, como son bacterias enteras, Ag excretados por parásitos y bandas 
electroeluidas (en las que se sabe que hay más de una proteína y alguna de ellas podría ser 
compartida con otros agentes infecciosos relacionados). De todas formas para los casos de P. m., 
M. h. y T. s., los Ag utilizados se usan en sistemas de ELISA de otras especies. En los dos 
primeros casos para diagnosticar eficacia de vacunación y en el tercero para hacer el diagnóstico 
de la patología en humanos y cerdos. Los sistemas desarrollados para A. lwoffii y S. a. al ser no 
validados en otras especies, quizás no tengan la especificidad requerida.  
 Que la enfermedad transcurra de modo subclínico, implicaría que el AI está presente y que 
no haya manifestación clínica. En muchos casos, ciertos agentes infecciosos (P. m. y M. h.) se 
vuelven detectables por técnicas directas, cuando aparecen los síntomas de su infección [18, 19]. 
 Lo expuesto en los párrafos anteriores no aplica para el sistema de M. a. p. En éste, 
además de utilizar un Ag específico comercial (PPA de M. a. p.), el ELISA tiene un primer paso de 
preincubación con una micobacteria ambiental, con la intención de depletar del suero Ac que den 
reactividad cruzada contra las mismas. Si bien la enfermedad es crónica y muchas veces se 
presenta de manera subclínica, la producción de Ac coincide con la excreción de la bacteria por 
materia fecal. Siguiendo esta lógica, que se verifica bien para bovinos, era de esperar, que en las 
llamas para las cuales se detectó alta reactividad por ELISA, se detecte la bacteria en materia 
fecal. Cabe decir que los cultivos de micobacterias son complejos debido a los tiempos finales, al 
protocolo en si mismo y a la presencia de micobacterias ambientales. 
 El factor común detectado en todas las determinaciones es el isotipo IgG. En muchos 
casos no se pudo determinar el subisotipo de IgG con lo que la caracterización en este sentido es 
parcial; en los casos en que se pudieron detectar se observaron los tres subisotipos sin 
interpretaciones asociativas concretas. Pero quizás alguna característica de los subisotipos que 
componen las IgG, haga a los Ac propensos a la reactividad cruzada. 
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 En la Tabla V.2 se resumen las principales causas posibles para la alta tasa de falsos 
positivos.  
Tabla V.2: Causas de falsos positivos y probabilidades según agente infeccioso 
5) Plan de vacunación contra Rabia 
 La rabia es una zoonosis letal fulminante, con una mortalidad que en la mayoría de las 
especies de mamíferos llega al 100%. Se produce por la mordida de animales infectados; los de 
mayor relevancia en Sudamérica, son el perro (endémica en Bolivia por esta causa) y el 
murciélago hematófago (presente en Brasil y Chile). En estas últimas especies, hay casos 
reportados en que los animales ofician de verdaderos reservorios del virus, ya que no se producen 
los síntomas finales y fatales de la enfermedad en los tiempos comunes.   
 Una vez que el animal muerde a otro animal, la sucesión de eventos que sobreviene 
depende de varios factores: lugar de la mordida, cantidad de veces, profundidad, etc. De éstas 
variables dependerá el tiempo que pasa hasta que el animal muere, y este período puede ir desde 
días hasta meses. Hay una caracterización clínica de los distintas fases del progreso de la 
enfermedad. Mas allá de estas cuestiones clínicas, sucede que al ser un virus neurotrópico y 
propagarse por las células neuronales, y de poseer la efectividad que posee a nivel infeccioso, la 
respuesta inmune no llega a ser cursada, ya que en el sistema nervioso no se montan respuestas 
inmunes humorales de Ac. Por este motivo la caracterización inmunológica, en función de Ac 
reactivos contra el virus, se hace solo para diagnosticar el éxito de la vacunación, pero no para 
diagnosticar la infección, ya que la misma teóricamente no cursa con producción de Ac medibles.  
Causas Mycobacterium 
avium sbsp 
paratuberculosis
Pasteurella 
multocida
Mannheimia 
haemmolityca
Acinetobacter 
lwoffii
Sarcocytis 
aucheniae
Trichinella 
spiralis
Reactividad 
cruzada
Baja por ELISA  
preincubación y 
Ag específico y 
validado.
Alta por ELISA 
bacteria entera.
Alta por ELISA 
bacteria entera.
Alta por ELISA 
bacteria entera.
Alta por Ag de 
ELISA que es 
banda SDS-
PAGE.
Media por Ag 
Excreción-
Secreción  
en ELISA. Ag 
validado pero 
comparte Ag 
con otros 
parásitos. 
Enfermedad  
subclínica.
No coincide con 
patogenia de 
enfermedad.
Alta. 
Oportunista
Alta. 
Oportunista 
Desconocido 
Posible 
oportunista
Alta. 
Inherente 
Desconocido
Deficiencia en 
cultivo debido a 
complejidad.
Probable. Probable. Probable Se cultivó. Se aisló. No.
Características 
de isotipo de Ig.
IgG 
¿polirreactiva?
IgG. 
¿polirreactiva?
IgG. 
¿polirreactiva?
IgG. 
¿polirreactiva?
IgG. 
¿polirreactiva?
IgG. 
¿polirreactiva? 
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 Al no existir síntomas clínicos o lesiones evidentes post mortem que puedan considerarse 
patognomónicas en animales domésticos o silvestres, el diagnóstico de la rabia se basa en 
biopsia cerebral. La evidencia serológica de infección es útil pocas veces debido a la 
seroconversión tardía y a la elevada tasa de mortalidad de las especies hospedadoras, aunque 
tales datos se pueden usar en algunos análisis epidemiológicos [152]. 
  
5.A) Análisis de estrategias de vacunación 
 La mayor respuesta del primer plan de inmunización antirrábica en CS, en las técnicas 
serológicas de screening, se obtuvo con los animales inmunizados con VTG (vacuna de tercera 
generación) (Figuras IV.65A y IV.66A), los cuales muestran un valor de Ac seroneutralizantes 
esperados de un protocolo de vacunación exitoso en humanos (Figura IV.70). Asimismo, la 
respuesta serológica de los animales inmunizados con VSG (vacuna de segunda generación) es 
menor y también coincide con un menor valor de Ac seroneutralizantes (Figuras IV.65A, IV.66A y 
IV.70). La VPG (vacuna de primera generación), bajo el esquema en que se la utilizó en estos 
ensayos, no debería utilizarse en CS, ya que no generó respuesta alguna ni protección y además 
está desaconsejada por la Organización Mundial de la Salud (Figuras IV.65A, IV.66A y IV.70). La 
VSG tiene una respuesta a los 15 días que esta cerca –pero por debajo– del valor aceptado de 
protección en humanos (Figura IV.70). Dos de los animales inmunizados con VTG muestran 
protección a los 15 días pero la misma se mantiene a los 60 días en uno y en el otro no (Figura IV.
70). Dado que el número de animales ensayados fue bajo (2 por generación), estas conclusiones 
son parciales.  
 Por este motivo se aumentó el número de animales, entre otras cosas para dirimir si la 
respuesta a los 60 días de los animales inmunizados con VTG, quedan por debajo o por arriba del 
valor de 0,5 UI/ml. Además la VSG se probó sola y en la mayoría de las formas de presentación 
para uso animal, viene adyuvada con hidróxido de aluminio. Este pudo haber sido el por qué de la 
baja respuesta contra esta vacuna, que se encuentra ampliamente aceptada y es efectiva en el 
uso en animales. Teniendo en cuenta las limitantes de la primer campaña de vacunación, se 
aumentó el número de animales ensayados por generación de vacunas, no se probó la primera 
generación, y se agregó la vacuna de segunda generación adyuvada con hidróxido de aluminio. 
En términos generales, la respuesta esperada se logró con la VSG adyuvada, pero los animales 
inmunizados con las otras vacunas también respondieron en términos de Ac totales en ELISA de 
screening (Figura IV.71). 
 De acuerdo con las determinaciones de seroneutralización realizadas y con el número de 
animales que desarrollan Ac protectores y los mantienen, la vacuna recomendada en CS según 
estos resultados y el esquema aplicado es la VSG adyuvada con hidróxido de aluminio (Figura IV.
73). No se recomienda usar la VSG sola en la forma en que se utilizó en esta tesis, ya que en 
ningún caso se observó desarrollo de título de Ac neutralizantes por encima del valor de corte de 
protección. Los resultados de la VTG fueron negativos, mostraron una gran variabilidad individual 
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en la respuesta, entre animales del mismo grupo (segunda campaña animales a los 60 días) y 
entre animales de distinto grupo (animales de la primera campaña a los 15 días respecto del 
mismo tiempo de animales de segunda campaña).  
 La respuesta obtenida en el ensayo de seroneutralización se correlacionaba a la 
observada en los ELISA contra virus “entero” (también en ELISA comercial) y en los ELISA avidez. 
Es por este motivo que se pensó en desarrollar una estrategia estadística, que permitiera vincular 
las determinaciones serológicas de screening con el ensayo de seroneutralización. 
5.B) Predicción de protección por serología 
 El objetivo del trabajo serológico en rabia fue valorar la serología como método de 
monitoreo de la inmunización y de predicción del estado de protección producto de la misma. La 
caracterización por medio de ELISA indirecto y avidez de todos los sueros que componen la 
seroteca de trabajo, permitió generar valores de corte para la D. O., y los dos parámetros que 
caracterizan la avidez: IAR e IA. Estos fueron utilizados para clasificar los sueros de animales que 
estuvieron sujetos a plan de inmunización en “protegido” o “no protegido”, en función si dos de los 
tres valores en los animales superaban los respectivos valores de corte. Esta asunción luego se la 
contrastó con el dato del ensayo seroneutralización utilizándolo como técnica de referencia y de 
esta manera se pudo abordar a un dato de especificidad y sensibilidad en la predicción de la 
protección por medio de vacunación a través de la serología de screening.  
 Se hizo un análisis no paramétrico de las tres variables D. O., IAR e IA ya que las 
distribuciones no eran normales, para las distintas provincias. En este último se calculó la 
presencia de outliers por Método de Huber [153], en el cual se usa el siguiente estadístico de 
prueba (E): 
E= (media animal-mediana)                 MAD= Mediana de la Diferencia Absoluta              
                    (MAD) 
 Si este estadístico E supera el valor de 5, se lo considera outlier. Estos valores fueron 
descartados y con los datos resultantes se volvió a repetir el procedimiento, hasta que no 
aparecían más; las poblaciones resultantes de este procedimiento resultaron ser normales, y a 
partir de las mismas se calcularon valores de corte para cada región como la media más dos 
desvíos estándar. Se analizaron los sueros de los animales vacunados en comparación con los 
valores de corte generados y se los consideró protegidos cuando 2 de las 3 variables superaban 
el valor de corte generado. Tomando como referencia el ensayo de seroneutralización, en el cual, 
cuando un suero supera el valor de 0,5 UI/ml se lo considera protegido, esta característica se la 
tomó como positiva y/o negativa y en función de esto se determinaron:  
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Sensibilidad predictiva: Positivo SN / (Falso negativo serológico + Positivo SN) 
Especificidad predictiva: Negativo SN / (Falso positivo serológico + Negativo SN) 
 Los valores de sensibilidad fueron del 100% para ambas campañas, lo que implica que 
todo animal con niveles de Ac seroneutralizantes de protección fue predicho por el algoritmo 
serológico aplicado. El problema radicó en la especificidad (56%), es decir, muchos animales no 
protegidos, fueron detectados como positivos por las técnicas de screening. El problema radicó en 
la presencia de reactividad no protectora de los sueros inmunes y en reactividad inespecífica 
preinmune.  
5.C) Falsos positivos contra el virus de la rabia 
  
 Una de las características de todas las determinaciones serológicas que se realizaron, fue 
la presencia de valores distintos a cero en los valores de D. O. de animales preinmune, tanto en 
los ELISA a “virus entero” como contra la glicoproteína G. De hecho puede verse en los animales 
inmunizados con VPG a tiempo 0 (Figura IV.65A), en animales inmunizados con VPG y VSG a 
tiempo 0 (Figura IV.66A), animales inmunizados con VTG de la segunda campaña en menor 
medida que los de primera en tiempo 0 (Figura IV.71A), que lo que ocurre luego de la 
inmunización son aumentos de los valores de D. O. a partir de un nivel basal de respuesta, 
situación que ocurre en los sistemas “in-house” y en los comerciales. 
 Dado que la respuestas en función del título fueron bajas y que a dilución puntual (1/100) 
se obtenían respuestas positivas pero con alta inespecíficidad, se pensaron distintas estrategias 
para mejorar la especificidad de la detección por ELISA y otras para entender el por qué de esta 
reactividad. Esta batería de ensayos se llevó a cabo sobre los animales de la primera campaña de 
vacunación. Se pensó que la presencia de Ac preinmune contra el virus entero, podría deberse a 
reactividad cruzada contra un virus filogenéticamente relacionado, que haya entrado en contacto 
con las llamas. El candidato natural luego de investigar al respecto, es el virus VSV (Virus de la 
estomatitis vesicular), el cual pertenece a la misma familia que el de la rabia y esta reportado con 
cierta prevalencia en CS [8]. Se hicieron ensayos de preadsorción con sobrenadantes de cultivo 
de VSV, inactivado. Dicha preadasorción se realizó con los sobrenadantes de cultivo, colocando 1 
ml de sobrenadante (con VSV en suspensión) y 10 µl de suero, durante 1 hora a 37 ºC (eso da 
una dilución 1/100). En paralelo se hizo lo mismo, con medio de cultivo sin VSV y se repitió el 
ELISA contra virus entero. El resultado es que hay una disminución muy leve en la señal con lo 
que se descartó esa hipótesis. Otra opción que se pensó fue que, la diferencia entre los Ac 
preinmunes e inmunes podría radicar en el isotipo. Así se determinó el isotipo de respuesta de los 
Ac preinmune y a los 15 días postinmunización. El isotipo detectado en todos los casos es IgG 
(Figura IV.67). Por último, por medio del ensayo de WB, se intentó encontrar una diferencia entre 
los sueros preinmune e inmune en el patrón de reconocimiento de proteínas del virus de la rabia. 
La diferencia encontrada radicó en la intensidad de dicho reconocimiento, principalmente notoria 
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para banda de la glicoproteína G (60 kDa) en los animales inmunizados con VTG –que fueron los 
que mayor respuesta mostraron en las técnicas antes descriptas– aunque el patrón entre los 
animales preinmune e inmune no varía (Figura IV.69). Las diferencias que se encontraron entre 
los Ac, radicaron en la avidez representada por los dos parámetros que la caracterizan (IAR e IA), 
y en el título de Ac seroneutralizantes, el cual fue 0 para todos los animales preinmune de la 
primera campaña de vacunación y distinto de 0 para los animales inmunizados con VTG y VSG y 
analizados a los 15 días. 
5.C.1) Posibles causas de los falsos positivos 
 El hecho de que la reactividad preinmune haya sido detectada por todas las técnicas 
empleadas (ELISA comercial y WB banda preinmune contra glicoproteína G), y que se mantuviera 
luego de que se preadsorbieron los sueros con un virus filogenéticamente relacionado (VSV), 
hace presumir que la respuesta no se debe a reconocimiento de otro AI parecido al virus de rabia. 
Por lo tanto, se puede pensar en que la respuesta es específica contra el mismo. Dado que las 
probabilidades de que se desarrolle enfermedad subclínica son muy bajas, (por la alta letalidad del 
virus), aparecerían tres especulaciones que podrían explicar la presencia de esta reactividad: 
• Por un lado, que las llamas sean efectivamente un reservorio del virus de la rabia. De modo 
que están en contacto con el mismo pero no desarrollan la patología. Para lo cual habría que 
buscar al virus de modo directo en los animales, experimento que quedó fuera de los alcances 
de esta tesis. 
• Que alguna característica de los Ac reactivos IgG, los haga propensos a la polirreactividad. 
• Que se trate de Ac naturales. Los mismos se producen independientemente del contacto con 
el Ag [154], pero no están descriptos para CS. Como en este caso la exposición al Ag implica, 
en muy alta prevalencia, la muerte, es muy probable que esos Ac no provengan de exposición 
al Ag. Además, los Ac naturales reconocen estructuras tales como hidratos de carbono, y se 
detectó inmunorreactividad preinmune contra la glicoproteína G, pudiendo ser el blanco 
reconocido los hidratos de carbono presentes en esta proteína.  
 También es sabido que durante infecciones con virus citopáticos como polio, influenza y 
rabia, la presencia temprana de Ac neutralizantes -producto de inmunización activa- es esencial 
para la protección contra la enfermedad letal [155]. El posible rol de Ac naturales en infecciones 
virales es un tema poco explorado aunque reportado. El mismo trabajo mostró el rol clave de Ac 
naturales en ratones naive durante infecciones generalizadas con VSV (virus estomatitis vesicular, 
título ELISA=1/16-1/32), LCMV (virus coriomeningitis linfocitaria, titulo ELISA=1/16), vacc-WR 
(virus vaccinia, titulo ELISA=1/64) y Listeria monocytogenes (dilución mayor a 1/16 por FACS). 
Pero en dicho trabajo el isotipo de estos Ac naturales fue IgM. 
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6) Interpretación conjunta del valor de la serología 
 En las secciones anteriores se discutieron un conjunto de resultados que permiten 
contestar satisfactoriamente las preguntas que motivaron la hipótesis y los objetivos de la tesis. 
Pero, no obstante, ha surgido un interrogante muy interesante en torno a las bases moleculares 
del reconocimiento preinmune. En este contexto, se diseñaron una serie de experimentos 
adicionales respecto del planeamiento original, cuyo detalle metodológico se menciona en el 
Anexo A, pero cuyos resultados se discuten aquí. 
 Dado el alto grado de reactividad serológica que presentaron los sueros de llamas ante el 
panel de agentes infecciosos seleccionados, sin correlación con la presencia de los mismos, 
sumado a la reactividad preinmune presentada contra el virus de la rabia, y su difícil interpretación 
causal es razonable pensar que la frecuencia con la que se detectan falsos positivos, pareciera no 
poder explicarse por el mero hecho del mal diseño de los experimentos o por una inadecuada 
planificación epidemiológica. Los mismos se detectan contra todo tipo de AI (virus, parásito y 
bacterias) y contra estructuras contra las cuales difícilmente los animales entren en contacto para 
suscitar una respuesta inmune, como colorantes y venenos de serpiente [22, 129]. 
 Existen trabajos publicados en revistas científicas internacionales, en los cuales, a partir de 
infecciones o inmunizaciones experimentales en las especies de la familia Camelidae, han 
intentado utilizar la evocada respuesta inmune humoral de Ac con distintos fines, desde 
biotecnológicos hasta sanitarios y con resultados desde buenos hasta malos. Una característica 
que atraviesa una buena parte de estos estudios, es la presencia de reactividad preinmune, lo que 
en términos serológicos conformarían falsos positivos. Teniendo en cuenta que en la presente 
tesis se han detectado en todos los sistemas analizados, quizás conforme una característica 
común en estas especies, que merece una explicación. En la bibliografía específica de camélidos, 
algunos autores hacen alusión directa a esta característica, la cual es justificada con argumentos 
–en algunos casos– no muy sólidos. Varios autores no hacen mención de la característica, aunque 
sus experimentos los denotan claramente. A continuación se discuten algunos de los más 
relevantes: 
• En un estudio [66] en el que se inmunizaron alpacas con WNV (West Nile Virus) en EE.UU., 
los autores definieron tres grupos de animales: los naturalmente infectados (n = 4), los 
animales vacunados con 3 dosis cada 3 semanas (n = 8) y los animales vacunados y con 
refuerzo (n = 4). Observaron que los animales naturalmente infectados tenían títulos de Ac 
seroneutralizantes altos (UI/ml=181-1448). Tres de los animales de ese grupo presentaron Ac 
del subisotipo IgG1 y un animal presentó IgG2 + IgG3 específicas para el agente viral. Teniendo 
en cuenta que es un virus presente en Africa y los animales son alpacas oriundas de América 
y al haber argumentado enfermedad subclínica, como la causa de esta reactividad, los autores 
deberían haber comprobado la infección mediante búsqueda directa del virus o su material 
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genético. Ya que, además en el propio trabajo hablan la escasa correlación entre los niveles 
de Ac y la exposición. 
• En otro trabajo [132], los autores encontraron Ac preexistentes contra P. tenuis en los tres 
grupos de animales que definieron (tanto contra el homogenato del microorganismo, como 
contra proteínas recombinantes específicas). Los animales de todos los grupos presentaron 
valores elevados de IgG1 contra el homogenato antes de la vacunación, mientras los HCAbs 
fueron menos frecuentes, pero también se los detectó. Como parte de las conclusiones, se 
dedujo que el nivel de Ac producto de la inmunización con P. tenuis no predice el desarrollo de 
la enfermedad, aunque el nivel sea mayor. La respuesta de Ac se observa en ausencia de 
enfermedad, lo que denota, según ellos, la característica subclínica de la misma, 
argumentando para esto que el mismo es endémico en la zona del ensayo y que los CS son 
susceptibles e intermediarios. Pero, las alpacas sujetas al experimento provenían de 
Washington (estado libre del parásito) y a los animales se los mantuvo en un espacio 
controlado y libre de vegetación (según el relato, para evitar la infección) [132]. Con estos 
últimos datos brindados en el trabajo, el argumento de enfermedad subclínica no resulta 
razonable. Es por esto, que los autores deberían haber demostrado la infección mediante 
búsqueda directa del parásito. 
• Van der Linden y colaboradores [22], analizaron la plausibilidad de utilizar Ac de llama en 
sistemas de expresión recombinantes. Para eso inmunizaron llamas con Streptococcus 
mutans (S.m), hCG (gonadotrofina coriónica humana), RR6-BSA y RR120-BSA (colorantes) y 
analizaron la respuesta inmune por ELISA. Detectaron e informaron preinmunidad contra S.m 
(título 1/5000 por ELISA y muchas bandas por WB), y contra RR6 (título 1/500). La 
inmunización aumenta en mayor medida en los animales que no tienen preinmunidad. Si bien 
los autores expresan y dedican parte del trabajo en caracterizar esta reactividad preinmune, 
no se preguntan el por qué de la misma. La falta de discusión de este aspecto es importante, 
ya que la reactividad detectada contra una molécula colorante es, a priori, improbable que 
haya entrado en contacto con los animales.  
• Panuska y colaboradores [130], realizaron infecciones experimentales con Fasciola hepatica 
viable en tres llamas y analizaron, purificando los distintos subisotipos de Ig de los animales 
inmunizados, la respuesta inmune por ELISA. Observaron que la IgG3 aumenta 
exclusivamente en los primeros 7 días y a partir de este día lo hace concomitantemente con la 
IgG1, que es la que luego domina la respuesta. El isotipo IgG2 en ovejas y ganado es el que 
está asociado con disminución del número de parásitos, con lo que a priori la respuesta de las 
llamas es distinta en cuanto a los subisotipos de respuesta. En el gráfico que muestra el 
progreso de las D. O. por ELISA de los animales en el tiempo, y puede observarse que el valor 
de D. O. al día 0 (preinmune) fue de 0,5 (máximo 2,0) y la responsable de esta reactividad, es 
la IgG3. Los autores no hacen alusión a este resultado.  
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• Cook y colaboradores [129] inmunizaron camellos con veneno de Echis ocellatus (escorpión) y 
de serpientes, con el fin de analizar la utilidad del suero de estas especies como sueros anti 
ofídicos, en posible reemplazo del suero equino. Estudiaron la respuesta de Ac de los tres 
subisotipos mediante la purificación de sueros inmunes y analizaron la avidez de los 
purificados (IgG3 mayor que la IgG2 y la IgG1). Determinaron que la IgG2 domina la respuesta 
por sobre la IgG1, cuando se co-administran los venenos. Cuando se administra de a un 
veneno, la IgG1 domina por sobre la IgG2. Todos los subisotipos neutralizan al veneno. Los 
autores exponen que las IgG de camélidos son menos inmunogénicas y activan en menor 
medida al complemento que las equinas y que quizás reconozcan mejor Ag de bajo peso 
molecular como Neurotoxinas. En los resultados muestran inmunorreactividad preinmune por 
ELISA y WB, aunque, no mencionan su presencia.  
• En el trabajo de doctorado de uno de los integrantes del grupo en el que se desarrolló esta 
tesis [156], se inmunizaron llamas con una aspartil proteasa de Mucor miehei (APM) y una 
beta lactamasa de Morganella morganii (CTX-M-2 like), con el fin de caracterizar 
posteriormente el comportamiento de los distintos subisotipos purificados ante las enzimas y 
deducir comportamientos propios y diferenciales entre los isotipos convencionales y no 
convencionales. La CTX-M-2 generó una respuesta diferencial de isotipos, principalmente 
IgG1, que inhibió la actividad enzimática (la IgG3 por el contrario moduló positivamente). No se 
detectó respuesta IgM temprana. Se observó también, que el título de Ac disminuye hacia el 
final del plan, mientras que la capacidad moduladora va en aumento, lo que podría estar 
indicando una maduración de la respuesta inmune. En los resultados se observa reactividad 
preinmune contra APM (dilución del suero 1/500, D. O. =0,5) y contra CTX-M-2 (dilución del 
suero 1/10000, D. O. =0,5), no se hace mención a esta característica y se centra el análisis en 
las diferencias cuantitativas que aparecen producto de la inmunización. Aunque en uno de los 
primeros experimentos para caracterizar el sistema se observó que volúmenes crecientes de 
suero preinmune provocaban inhibición enzimática, no se evaluó si acaso dicho efecto se 
debía a la presencia de anticuerpos preexistentes. 
• De Haard y colaboradores [128] buscaron generar Ac contra el bacteriófago p2, un agente 
infeccioso de bacterias, utilizadas en procesos industriales de producción de quesos. Aislaron 
RNA de LB de llamas, amplificaron los VHH y realizaron la técnica display en fago, con dos 
rondas de biopannig. La primera ronda arrojó un 60% positivos por ELISA y un 2,4% que 
neutralizaban. La segunda ronda un 95% y un 14,4% respectivamente. El resultado muestra la 
diferencia entre el grado de reconocimiento o reactividad (alto valor de D. O. por ELISA) y la 
baja especificidad (bajo poder de neutralización). La fracción de HCAbs resultó diez veces 
más afin que la fracción de Ac convencionales. Los sueros preinmune mostraron reactividad 
pero no neutralizaron la infección en cultivos. Paradójicamente el fragmento VHH con mayor 
poder neutralizante, tenía las peores señales por ELISA. Nuevamente en este trabajo, se 
entrevé la pobre relación entre los datos cuantitativos de Ac (serología) y la derivada aplicada 
de esos Ac, que en este caso es la neutralización de una infección en bacterias.  
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• Si bien cada especie responde diferencialmente frente a encuentros microbianos, de acuerdo 
a características inherentes del agente invasor, propias del animal receptor y dentro de un 
contexto ambiental que también conforma una de las variables que condicionan la respuesta, 
no deja de sorprender que ciertos agentes infecciosos, prevalentes y altamente infecciosos en 
otras formas de ganado, no evoquen respuestas bajas de Ac en los camélidos cuando se 
hacen desafíos con el agente. Este es el caso del Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV, por 
sus siglas en inglés), con el cual, a partir de un aislamiento hecho en llamas, se realizaron 
inoculaciones en 4 llamas preñadas [131]. Los investigadores no encontraron síntomas 
clínicos, ni pudieron re aislar el virus a partir de los fetos. Además en términos de la respuesta 
la inmune humoral, las 4 llamas mostraron seroconversión (aparición de anticuerpos séricos 
específicos) con títulos de Ac de 1/10 a 1/160, valores mucho menores a los obtenidos en 
bovinos y ovejas experimentalmente infectadas [131]. 
 Estos niveles de Ac preinmunes se condicen con un sistema inmune humoral innato de Ac 
polirreactivo y podrían relacionarse con Ac naturales. También se empieza a inferir que esta 
característica va en detrimento de la utilización de la serología como marcadora de infección o de 
respuesta inmune producto de vacunación. Como la falta de relación entre exposición y respuesta 
inmune es evidente, se pensó en probar las dos explicaciones que surgieron como justificación a 
lo largo del trabajo de tesis: la polirreactividad de las Ig de llamas y la presencia de Ac naturales. 
6.A) Polirreactividad de anticuerpos de camélidos 
 Este apartado se compondrá de una justificación bibliográfica de esta suposición y 
posteriormente se describirán las dos estrategias aplicadas para demostrar la polirreactividad de 
los Ac totales de llama. La justificación bibliográfica atiende por un lado al reporte de 
características moleculares de Ac de camélidos que los hace propensos a la polirreactividad, y por 
otro a características de estos Ac en relación con su aplicación en técnicas serológicas.  
 Los fragmentos VHH (Ig no convencionales) y VH3 (Ig convencionales) comparten un alto 
nivel de homología de secuencia en la parte más cercana al carboxilo terminal, mientras que las 
diferencias de secuencia se ubican en la zona más cercana al amino terminal, específicamente en 
las CDR. En esta zona –la de las CDR– se describieron mediante simulaciones in silico cavidades 
en el VHH pero no en VH3; estas cavidades sugieren un empaquetamiento deficitario, siendo 
quizás éste uno de los factores que contribuyen a la menor estabilidad termodinámica [51]. En  los 
VHH hay un cambio en un aminoácido cargado al final de la secuencia de CDR3; el mismo elimina 
un puente iónico que es el que contrae la conformación del CDR3 en VH3, y que sería crucial para 
determinar la especificidad del sitio de unión al Ag, lo que también podría contribuir a la menor 
estabilidad del VHH [51]. En este sentido, los mismos autores [51] se han preguntado el porqué de 
que los fragmentos VHH “sacrifiquen” efectividad de empaquetamiento en la zona CDR, que es 
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aquella por la cual se da la unión al Ag y es la que determina la especificidad de unión. Una 
posible respuesta que encontraron fue que se trate de un mecanismo de compensación 
estructural frente a la falta de cadenas peptídicas: mientras que la IgG humana tiene seis CDR 
para unir Ag, las regiones variables de los HCAbs solo tienen tres. De esta manera, para 
conseguir unir una mayor variedad de Ag, el VHH tendría que poder adoptar una mayor variedad 
de conformaciones, y esto lo haría a expensas de perder estabilidad termodinámica. En favor de 
esta hipótesis, se sabe que –en términos generales– la unión al Ag estabiliza los fragmentos VHH. 
 Existen reportes de anticuerpos específicos contra WNV –producto de inmunización 
experimental– [66], que en concentraciones subóptimas de neutralización, aumentaban la 
infección por el virus en cultivos celulares, siendo esta característica ya reportada para otros 
sistemas de Ac. Sin embargo, el isotipo IgG3 purificado de una de las alpacas vacunadas, mostró 
un comportamiento anormal en términos de su capacidad para neutralizar la infección; ya que –
independientemente de la concentración en la que se lo utilizó– propició siempre la infectividad del 
virus, por lo que pareciera ser un potenciador de la infección (interpretación propia). Este 
comportamiento se diferencia de aquél del resto de los subisotipos purificados, para los cuales las 
bajas concentraciones favorecieron la infección por el virus, pero a mayores concentraciones su 
efecto resultó neutralizante. Otro trabajo demuestra que la IgG3 modula positivamente la actividad 
enzimática de una enzima bacteriana [156]. La modulación positiva de enzimas o procesos 
infecciosos en medios de cultivo celulares, se da por qué al ser polirreactivos y tener las 
características de mejor accesibilidad a los determinantes Ag ocultos, producto del dominio CDR3 
extendido, pueden interactuar con estos últimos y generar una respuesta positiva o negativa en 
función de la actividad. 
 Distintas evidencias demuestran que procesos claramente deletéreos para las proteínas y 
en particular las Ig -como lo son las purificaciones por pseudoafinidad- donde para desorber las Ig 
pegadas se usan pH ácidos (pH=3,5 en el caso de la IgG3), en el caso de las Ig de CS, estos 
tratamientos agresivos parecen mejorar la capacidad de reconocimiento, lo cual en si mismo es un 
resultado “no convencional”. Una de estas evidencias aparece en la purificación de los subisotipos 
de Ig en animales naturalmente infectados con WNV [66]. En las medidas de D. O. de los ELISA 
específicos para cada subisotipo, realizados antes y después de la purificación, observaron un 
aumento de unas 10 veces en la señal para la IgG3 y unas 2 veces para IgG1. La explicación que 
dieron los autores es que al purificarse los subisotipos, se anula la competencia entre unos y otros 
por el antígeno sensibilizante respecto de los sueros enteros, y eso puede hacer variar el 
resultado; en particular, la presencia de grandes cantidades de IgG1 enmascaran la presencia de 
los otros subisotipos. No obstante, el animal para el cual este efecto es más marcado es aquél 
que menos IgG1 específica tenía [66]. 
 Así durante este trabajo de tesis se arribó a la hipótesis de que los Ac de isotipo IgG 
(isotipo detectado en todos los análisis hechos) tienen alguna característica estructural y/o 
funcional que los hace proclives a la polirreactividad. Así se idearon dos experimentos en los que 
se intentó demostrar esta característica (ver Sección VII. Anexo de Materiales y métodos). 
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6.A.1) ELISA preadsorción 
 Lo que se demostró es la capacidad de los Ac que reaccionaron específicamente contra un 
Ag para reaccionar con otro Ag sin relación estructural directa con el primero. El análisis se hizo 
por defecto, analizando la señal remanente luego de preadsorber los sueros con el segundo Ag. Si 
el reconocimiento es específico se espera que no se produzca una decaimiento de la señal 
remanente. Si es inespecífico se espera que la señal disminuya. Efectivamente se observa que 
para los tres sistemas específicos elegidos hay sueros en los que se da una disminución 
importante (círculos negros en Figuras V.1) de la señal luego de la preadsorción con Ag no 
relacionados, mostrando la inespecificidad de los Ac que reaccionan. También se ve que hay 
sueros que no modifican la señal, lo que indicaría su especificidad de reconocimiento, o que la 
polirreactividad es tal que la señal es siempre la misma. Y hay sueros en los que la preadsorción 
con los Ag, origina un aumento de la señal. Para arribar a alguna hipótesis al respecto de esta 
última situación, habría que pensar en otros experimentos, ya que a priori, es un resultado 
controvertido (podría ser que se depleten de Ac inespecíficos que reaccionan y bloquean a los Ac 
específicos o también que el Ag de preincubación interaccione con el Ag sensibilizante). 
 Parte de los Ac que respondieron contra los Ag seleccionados muestran capacidad de 
reconocimiento por otros Ag no relacionados. Esto muestra una plasticidad en el reconocimiento 
de estos Ac, lo que los dota de inespecificidad y los caracteriza como polirreactivos. 
 El isotipo de respuesta contra los Ag seleccionados es IgG (cabe recordar o mencionar que 
el AcMo a IgG reconoce en mayor medida a la IgG3). Los HCAbs (IgG2 y IgG3) se caracterizan por 
tener características estructurales propensas a la inespecificidad, como lo es la inestabilidad de 
packing a nivel del CDR3, sitio por donde se efectúa la unión con el Ag. Además el mismo, es 
mucho más extenso en cantidad de aminoácidos que en la mayoría de las especies de mamíferos, 
característica que también los podría dotar de inespecificad. 
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Figura V.1: Ensayos de ELISA de preadsorción con antígenos no relacionados con el antígeno 
sensibilizante. Demostración de polirreactividad de inmunoglobulinas 
!  
6.A.2) Variante desnaturalizante de ELISA avidez 
 En este experimento, lo que se intentó determinar es la influencia en la señal de la pérdida 
de determinantes antigénicos conformacionales, producto de la exposición del Ag a una 
concentración de urea 8 M durante 10 minutos. Este experimento surgió como un control de los 
ensayos de avidez desarrollados para P.m y M.h en comparación con ratones control e 
inmunizados. Lo que se evaluó es la relación de señales desarrolladas por los sueros, en el 
reconocimiento del Ag nativo respecto del desnaturalizado, mediante el parámetro de relación 
RLR (reconocimiento lineal remanente). Esta relación resulta del equilibrio entre la señal perdida 
por desaparición de epitopes conformacionales y la ganancia producto del aumento de 
determinantes antigénicos lineales, capaces de ser reconocidos por los Ac. 
 Puede verse como característica exclusiva de algunas llamas, el mayor grado de 
reconocimiento (RLR>100%) luego de que se desnaturaliza el Ag en comparación con el 
reconocimiento por el Ag nativo. Esta característica no se visualiza en ninguno de los grupos de 
ratones. En estos grupos, hay animales en los que la desnaturalizaron del Ag, genera pérdidas de 
más del 25% de la señal (en grupo control más frecuente que en los inmunizados), que equivale a 
La figura muestra tres gráficos en lo que se representan las D. O. a 450 nm desarrolladas por 5 
sueros en dilución puntual 1/100 en los ELISA anti PPA de M. a. p. (A), anti A. lwoffii (B) y anti rabia 
(C). Las colores de las barras representan el antígeno sensibilizante y con el que se preadsorbió de 
acuerdo al ELISA en cuestión: M. a. p. (negro), A. lwoffii (azul) y rabia (rojo).
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un RLR < 75%. Las llamas como grupo se parecen más a ratones vacunados que a controles. El 
grupo VEp de ratones, son especialmente susceptibles a la desnaturalización del Ag; cabe 
recordar que el origen de esa señal, se debe a reacción cruzada, ya que la formulación VE no 
contiene P.m.  Estos Ac se provienen de la exposición a M.h y reconocen P.m. 
 Por tratarse de un experimento en el que se utilizaron el mismo número de animales se 
analizó mediante ANOVA las diferencias entre los grupos con un p<0,0001, con lo que la 
diferencia entre la media de los grupos es mayor de lo que se espera por la casualidad. En el test 
a posteriori de Tukey se determinó que las diferencias existen entre el grupo Control p y los dos 
grupos de llamas (Barlet p-valor =0,1 desviaciones estándar entre los grupos no son significativas. 
Kolmogorov y Smirnov p-valor >0,1 en todos los casos, los valores de los grupos se distribuyen 
como normales). 
 En este experimento puede observarse, en modo análogo al que se observa en los 
experimentos de preadsorción, que los Ac reactivos de llamas se caracterizan nuevamente con 
polirreactividad. A diferencia de Ac específicos de inmunizaciones, estos Ac reconocen aun más al 
Ag luego de haber provocado la perdida de sus determinantes antigénicos conformacionales. En 
los sueros de llamas preinmunes hay un reconocimiento más prevalente de epitopes lineales. En 
términos de casualidad, sería más esperable encontrar un reconocimiento de un motivo estructural 
terciario, que justifique tanta polirreactividad. Pero estos experimentos muestran que no se trata 
de un reconocimiento de motivos terciarios, sino más bien secundarios o primarios. Nuevamente 
el isotipo de estos Ac es IgG 
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Figura V.2: Variante ELISA avidez desnaturalizante 
!  
6.B) Estudio de anticuerpos naturales 
 Con la demostración que los Ac son polirreactivos, ¿qué sentido tendría buscar anticuerpos 
contra un antígeno dado? Más bien pareciera que se trata de “respuestas polirreactivas” en el 
sentido de que el conjunto de anticuerpos reconoce muchas cosas, pero no necesariamente la 
misma molécula de inmunoglobulina reconoce dos cosas distintas. No obstante, los experimentos 
antes expuestos parecerían indicar que así es. En paralelo a los intentos de determinar el grado 
de polirreactividad de los Ac de llamas, se pensó también, que si se detectan Ac específicos que 
no pueden explicarse como de respuesta al Ag correspondiente, pudiera tratarse de Ac naturales, 
ya que los mismos se generan independientemente de la estimulación antigénica. Estos tienen 
características que se discutirán posteriormente, siendo una de las más importantes que se trata 
de poblaciones de Ac con marcada polirreactividad y con targets moleculares definidos que 
denotan características fisiológicas. Con el motivo de asegurar la presencia de Ac naturales en 
función del reconocimiento de uno de los target establecidos en la bibliografía de estos —los 
fosfolípidos—, se estudió en un grupo de llamas de la provincia de Catamarca por la técnica de 
ELISA indirecto la seroprevalencia de Ac reactivos frente a estos fosfolípidos (ver Anexo de 
Materiales y métodos). Esta técnica ya había sido utilizado para medir estos Ac en bovinos [157]. 
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Gráfico de barras (izquierda) y puntos (derecha) de RLR para distintos grupos. De izquierda a derecha: 
Control p (ratones pre-inmune de Plan de Inmunización con VE compuesta por M. haemmolytica, en 
ELISA avidez anti P. multocida), Control m (ratones pre-inmune de Plan de Inmunización con VE, en 
ELISA avidez anti M. haemmolytica), Llamas p (Grupo de llamas en ELISA avidez anti P. multocida), 
Llamas m (Grupo de llamas en ELISA avidez anti M. haemmolytica), VE p / VE m (ratones inmunizados 
con VE en ELISA avidez anti P. multocida y en ELISA avidez anti M. haemmolytica respectivamente), y VC 
p /VC m (ratones inmunizados con Vacuna Comercial compuesta por una mezcla de las bacterias, en 
ELISA avidez anti P. multocida y en ELISA avidez anti M. haemmolytica respectivamente)
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6.B.1) ELISA anti fosfolípidos 
 Se demostró la presencia de Ac naturales dirigidos contra fosfolípidos en el suero de 
llamas de Catamarca (Figuras V.3 y V.4), en llamas de Buenos Aires y guanacos (Figura V.3 
Animales l288, l33, g4 y g5). El antígeno que reconocen en mayor intensidad, es la 
fosfatidiletanolamina (PE). Existe cierto reconocimiento por la fosfatidilcolina (PC) y mucho menor 
por la esfingomielina (SM) (Figuras V.3 y V.4). 
 Cuando se hace la distinción de los isotipos que respondieron (Figura V.5), aparece el 
isotipo M como el de respuesta contra PE (no responde ante los otros fosfolípidos). Este isotipo es 
el que está descripto como característico de Ac naturales [154, 155]. Llamativamente, el isotipo G 
también responde y en la misma o mayor intensidad que el M. Inclusive el valor más elevado de 
señal y la respuesta contra los otros fosfolípidos (PC y SM) lo presenta este isotipo (IgG). Quizás 
esta respuesta se deba a las características polirreactivas que ya se demostró que posee. 
Figura V.3: ELISA anti fosfolípidos. Prueba piloto 
!  
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El gráfico muestra las D. O. desarrolladas por los sueros de 
7 animales en dilución puntual 1/100 (5 llamas y 2 
guanacos, de izquierda a derecha). Código de colores y 
a b r e v i a t u r a s : v e r d e = p e = f o s f a t i d i l e t a n o l a m i n a , 
rojo=pc=fosfatidilcolina y negro=sm=esfingomielina. 
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Figura V.4: Box-Plot de D. O. de ELISA anti fosfolípidos 
!  
Figura V.5: Box-Plot de D. O. de ELISA anti fosfolípidos según isotipo de respuesta 
!  
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D. O. a 450 nm desarrolladas por 30 sueros de la 
provincia de Catamarca en dilución puntual 1/100 
contra los tres fosfolípidos. Código de colores y 
a b r e v i a t u r a s : P E = f o s f a t i d i l e t a n o l a m i n a , 
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D. O. a 450 nm desarrolladas por 15 sueros de la Provincia de Catamarca en dilución puntual 
1/100, contra los tres fosfolípidos, discriminando el isotipo de respuesta con los AcMo 
generados. De izquierda a derecha: IgG anti PC, IgG anti PE, IgG anti SM,  IgM anti PC, IgM 
anti PE y por último IgM anti SM. (PE=fosfatidiletanolamina, PC=fosfatidilcolina, 
SM=esfingomielina)
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 A continuación se expondrán dos trabajos científicos en los que de manera tangencial y 
quizás no del todo correcta, se hace mención de ésta área de la inmunología veterinaria –Ac 
naturales en camélidos–. 
 En 2006, se publicó un trabajo [158] en el que los autores detectaron por medio del Test de 
Coombs indirecto, reacción positiva por parte de HCAbs –purificados de camello–sobre eritrocitos 
de 9 especies animales, y de los sueros -enteros- de camello sobre eritrocitos de 10 especies 
animales. Los sueros y no los HCAbs purificados reconocían eritrocitos de camellos (5/6). Las 
determinaciones se realizaron a 37ºC para favorecer la unión de la IgG por sobre la IgM; al 
purificar HCAbs y no ver señal sobre eritrocitos que habían reaccionado con el suero entero, se 
podría deducir también reactividad por parte de la IgG1 (interpretación propia), aunque también 
podría deberse a una menor concentración tal que no origina interacción secundaria. Es 
importante destacar que por hemaglutinación directa (HAI) solo 5 sueros resultaron positivos 
contra solo dos especies de animales y ninguno reaccionó contra eritrocitos de camello. Si bien en 
ese trabajo demuestran la presencia de anticuerpos heterófilos, y esos anticuerpos no son 
naturales, los autores hacen referencia a la demostración de Ac naturales de isotipo IgG. Lo 
cierto es que hasta aquí demuestraron que hay Ac heterófilos, los cuales reconocen hidratos de 
carbono presentes en los alimentos y que tienen por característica dar reacción de interacción 
secundaria contra eritrocitos. Que los autores [158] además hayan demostrado reactividad por WB 
de HCAbs purificados contra eritrocitos de camello -y otras tres especies- y que la mayor cantidad 
de bandas se hayan dado contra eritrocitos homólogos, son pruebas que orientan a que esa 
reactividad se da por causa de Ac heterófilos y Ac naturales, ya que las bandas reconocidas son 
múltiples y hay varios Ag de distintos PM que son reconocidos. Los autores remarcan que los Ac 
anti eritrocitos son un ejemplo típico de Ac naturales, por el hecho de que los animales son 
herbívoros y las transfusiones de sangre no suceden con frecuencia en estas especies, por lo que 
es poco probable que estén expuestos de manera natural o artificial a estos Ag. Luego exponen 
que quizás puede haber reactividad cruzada de Ac anti eritrocitos en hembras que hayan parido y 
durante el parto hayan entrado en contacto con sangre fetal (sólo uno de los animales sujetos al 
experimento, era hembra y había parido al menos 1 vez y no muestra títulos elevados), hipótesis 
que descartaron. Por último argumentan que estas xeno y alo reactividades de los Ac podrían 
deberse a reacción cruzada con Ag de la microbiota normal, la comida y/o ambientales.  
 En 1999, Kataria y colaboradores [159] demostraron la presencia de Ac naturales en suero 
de camello, en la fracción IgG, contra E.coli y S. aureus. Y en la fracción IgM contra T. evansi.  
 Cualquiera sea el escenario, las llamas suman a la “respuesta” convencional de Ac 
naturales, el isotipo G.  
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7) Consideraciones sobre los anticuerpos naturales en camélidos 
sudamericanos 
 El estudio de los Ac naturales forma parte de un área incipiente y controvertida de la 
inmunología en general, ya que –por ejemplo– existen varias dudas acerca de la ontogenia de las 
células que los producen. A partir de una búsqueda bibliográfica exhaustiva, se encontraron 
referencias a algunos aspectos del sistema inmune de los camélidos que propiciarían la aparición 
de anticuerpos naturales en esta especie. A continuación se expondrán algunas de las 
características más relevantes de este sistema de Ac y luego se hará un paralelismo con las 
características reportadas, en la bibliografía, para los camélidos. 
7.A) El sistema de anticuerpos naturales en general 
 A continuación se expondrán las principales características del sistema de Ac naturales, ya 
que se hará hincapié no solo en las características inmunológicas y/o moleculares de los mismos, 
si no que también se tendrán en cuenta características anatómicas, biológicas y fisiológicas.   
 Los Ac naturales son inmunoglobulinas de isotipo fundamentalmente M, con una mínima 
proporción de G y A, en los mamíferos –ratón y humano– en lo que han sido estudiados [160]. 
Estos Ac, producidos espontáneamente, han sido detectados en sangre de cordón umbilical 
humano y en ratones libres de antígenos [161, 162]. Estos Ac son referidos como naturales, ya 
que son producidos en ausencia de inmunización intencional e independientemente del contacto 
con Ag extraños [163]. Se pueden encontrar LB autorreactivos normalmente en individuos sanos 
[164] y una alta proporción de la IgM natural es autorreactiva [165, 166]. Según algunos autores, 
el comienzo de la enfermedad autoinmune se correlacionaría con el switch en la producción de 
IgM a IgG [167]. Las células que se encargan de producirlos dependen de la especie en cuestión y 
es un tema que entraña controversia. Sin embargo, se acepta que son producidos por LB-1 en 
ratones, en ausencia de estimulación antigénica externa. A su vez, se describen en bibliografía 
células -en ratón- en la zona marginal del bazo, con un fenotipo preactivado, que secretan IgM 
polirreactiva, pero del linaje B-2 y que tienen entre sus características, la cualidad de no 
experimentar maduración de la afinidad [166, 168]. Los LB-1 que los secretan, tienen como 
características ser de larga vida y poseer autorrenovación y se distinguen de los convencionales 
LB-2 en que se diferencian durante el desarrollo fetal y/o neonatal, y se localizan en cavidades 
pleurales y peritoneales en la vida adulta [166, 168]. La IgM natural tiene codificados en la línea 
germinal los segmentos génicos V y los precursores de LB durante la ontogenia temprana carecen 
de actividad deoxinucleotidil transferesa [169, 170]. Esto hace que el repertorio de Ac naturales 
sea más restringido de aquél producido por LB convencionales; a su vez, no desarrollan una 
maduración de la afinidad. Reconocen Ag propios, propios alterados y extraños, como por ejemplo 
fosfolípidos (fosfatidilcolina), secuencias de carbohidratos (gangliosidos), DNA de secuencia única 
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y péptidos o glicoproteínas de superficie [160]. Una fracción significativa del repertorio de Ac 
naturales se muestra específico para auto-Ag, y se los considera esenciales en los efectos 
inmunoregulatorios de la inmunoglobulina endovenosa (IVIg) en desórdenes inmunológicos, 
mediante el establecimiento de la normal homeostasis inmunológica [171]. Se los considera un 
componente de la primera línea de defensa contra patógenos invasores [155, 172, 173, 174], 
también cumpliendo un rol en la homeostasis a través de la regulación del clearence de moléculas 
intracelulares o estructuras de superficie celular modificadas de células necróticas y apoptóticas. 
Esta función símil basurero podría ser benéfica para prevenir tanto reacciones inflamatorias como 
autoinmunes [160]. La IgM natural reconoce epitopes oxidados específicos, que aparecen durante 
la inflamación crónica y son dominantes, en función del número de Ac naturales IgM que 
reaccionan contra ellos [175, 176]. Algunos autores sugieren que el motivo PC de fosfolípidos 
oxidados, células apoptóticas y pared bacteriana, constituye un patrón molecular asociado a 
patógenos (PAMP), que puede ejercer una presión selectiva positiva [177]. Es probable que 
constituyan una clase de PAMPs contra los cuales está orientado el reconocimiento de Ac 
naturales innatos. Han sido encontrados Ac naturales IgM en individuos sanos, que reconocen 
epitopes expresados en oligodendrocitos, axones y neuritas [178]. Algunos demostraron tener uso 
terapéutico para el tratamiento de la disminución de la destrucción de tejidos en esclerosis múltiple 
[179]. Es paradójico como el tratamiento con anticuerpos naturales puede ser útil para el 
tratamiento de enfermedades autoinmunes [160]. Existe poca información en la que se demuestre 
funcionalidad directa de Ac naturales. La mayor parte de la funciones se deducen de los efectos 
observados del tratamiento con IVIg en pacientes con enfermedades autoinmunes o situaciones 
inflamatorias [180]. La aplicación durante las últimas dos décadas de la Ig endovenosa (IVIg), 
representa el aprovechamiento de la inmunidad humoral innata para modular enfermedades 
autoinmunes y el cáncer. 
7.B) El sistema de anticuerpos naturales en camélidos sudamericanos 
 A continuación se exponen las características del sistema inmune de los camélidos, que 
posibilitarían el desarrollo de anticuerpos naturales. 
 Los Ac naturales tienen sus VH codificados en la línea germinal, es decir, la capacidad de 
reconocimiento que poseen no la adquieren durante su ontogenia, si no que por el contrario, el 
CDR específico para el determinante antigénico que reconocen, está codificado de manera innata. 
Esta característica hace que estos Ac no experimenten maduración da la afinidad, y con esto que 
la afinidad sea constante en el tiempo. Se sabe que los VHH de HCAbs están codificados en la 
línea germinal (ver introducción características de HCAbs). La falta de maduración de la afinidad, 
medida a través de la constancia en la avidez, fue una característica encontrada para casi todos 
los sistemas en lo que se evaluó el progreso de la avidez en el tiempo contra los distintos AI.  
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 El sitio anatómico en el que se ubican los LB encargados de secretar Ac naturales, es la 
zona marginal del bazo. Estas células se caracterizan por tener un fenotipo preactivado y liberan 
IgM. En alpacas se describió en esta zona, LB preactivados pero que liberan el subisotipo IgG1 
[46], activos exclusivamente en neonatos.  
 En estas especies de animales (camellos, llamas y alpacas) están descriptos valores de 
IgG en recién nacidos (previo al destete) muy elevados [8]. Se sabe que la transferencia 
placentaria no se puede dar, dadas las seis capas de epitelio trasplancentario. Con lo que, lo único 
que explicaría estos valores, es la producción de este isotipo en estadios gestacionales en el 
propio feto. Es decir, el isotipo característico del SI adaptativo en humanos y ratones, se comporta 
en estas especies como parte del SI innato.  
 A priori se esperaría que los tres subisotipos de IgG, formen parte del “sistema” de Ac 
naturales. Los HCAbs naturales serían esperables por tener codificados sus VHH en la línea 
germinal y la IgG1 por haber sido descripta en la zona donde se producen Ac naturales en los 
mamíferos donde estos fueron estudiados. 
 La evidencia experimental encontrada en la presente tesis está en consonancia con varios 
trabajos similares al aquí realizado. La polirreactividad de las IgG de camélidos, llega hasta el 
reconocimiento de estructuras propias como los fosfolípidos (demostrado en esta tesis), y 
estructuras que difícilmente hayan entrado en contacto con el SI de los animales, como 
colorantes [22]. 
 Considerando que, 
 - los HCAbs difieren de los Ac convencionales en su estructura por carecer de cadenas 
livianas y por poseer modificaciones de secuencia que los predisponen a la polirreactividad [51], 
 - los HCAbs también poseen diferencias respecto de la ontogenia genética de las Ig 
convencionales, ya que sus VHH se encuentran codificados en la línea germinal, 
 - está demostrada la presencia de actividad de Ac naturales por parte de los HCAbs [158], 
 - se ha demostrado la existencia de LB con fenotipo preactivado que expresan IgG1, en 
zona marginal del bazo (zona de producción de Ac naturales en ratones y humanos), 
 - y hemos comprobado la respuesta contra uno de los blancos moleculares clásicos de Ac 
naturales, como los son los fosfolípidos (en particular fosfatidiletanolamina), a cuenta del isotipo G, 
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 se podría inferir que una proporción del SI humoral de anticuerpos de isotipo G (IgG1, IgG2 
e IgG3) de CS, forma una parte relevante del arco innato del SI humoral de estas especies, 
conformando así un sistema de Ac naturales de la misma relevancia -al menos- que las IgM. 
7.C) Anticuerpos naturales de isotipo G en camélidos sudamericanos: ¿una ventaja 
evolutiva?  
 Las condiciones ambientales que los camélidos son capaces de soportar con un éxito 
sorprendente dentro de todos los órdenes de mamíferos, son las condiciones desérticas y 
altitudes extremas. Estas condiciones implican variaciones de temperatura ambiental muy grandes 
que se traducen en los camellos en variaciones de temperatura corporal –heterotermia 
adaptativa– [181, 182], condiciones extremas (ya sea mucho calor o mucho frío), privación de 
agua [183], privación de alimentos o alimentos de baja calidad. Estas características ambientales 
en las cuales se desarrollan los animales, se pueden traducir en adaptaciones anatómicas y 
fisiológicas, en el sentido de contrarrestar las causas que las definen (alta y/o baja temperatura, 
alta presión, bajo contenido de nutrientes y baja cantidad de agua). A lo largo del tiempo han sido 
descriptas en camélidos varias adaptaciones para contrarrestar estos climas hostiles: fibra hueca 
de alto poder de aislamiento térmico, en respuesta al frío; heterotermia adaptativa en respuesta al 
calor; glóbulos rojos ovales en respuesta a la altitud; etc.  
 En palabras de M., Warda [184], “la vida se puede plantear como la interacción entre la 
integridad estructural y funcional de los sistemas biológicos y la influencia del ambiente externo”. 
Es así que cabe esperar cambios estructurales y/ó funcionales en dichos sistemas biológicos en 
distintos ambiente. 
 Algunas de las características ambientales, por otra parte, resultan más difíciles de 
analizar, en tanto ocurren en el plano molecular y menos macroscópico. Un ejemplo de esto es la 
elevada tasa de oxidación que ocurre como consecuencia de la intensidad de las radiaciones 
solares, y de la hipoxia asociada a la altura. Aunque todavía hay dudas al respecto, algunos 
autores señalan que la alta tasa de variabilidad en la codificación para la citocromo oxidasa de 
camélidos, podría ser una respuesta a esta cualidad del ambiente. Existen reportes de genes 
mitocondriales de citocromo oxidasa en todos los representantes del taxón Camelidae que han 
mostrado tasas de evolución significativamente mayores que otros representantes de especies 
Cetartiodactyla, además de una sustitución aminoacídica particular cercana al sitio de 
transferencia electrónica exclusivamente descripta en camellos [185]. Las consecuencias 
fisiológicas de estas modificaciones todavía no han sido establecidas [186], pero el hecho de que 
distintos trabajos muestren un sistema de fosforilación oxidativa con integrantes que presentan 
modificaciones únicas entre todos los mamíferos [187, 188], señala que el sistema oxidativo de 
estas especies es distinto. 
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 Estos animales pueden estar privados de agua y oxígeno, y reciben emisión solar extrema 
permanente, noxas concretas que favorecen la producción de radicales libres y por lo tanto 
aumentan el potencial oxidativo. Dicha oxidación se podría traducir en una mayor probabilidad de 
modificación de estructuras propias, generando neoepitopes, los cuales podrían ser blanco del SI, 
con la consecuente manifestación de una enfermedad autoinmune. De esta manera, en ambientes 
en los que la presión oxidativa (proinflamatorios) fuese mayor, una proporción alta de anticuerpos 
autorreactivos que bloqueen los neoepitopes y/o faciliten su depuración, sería deseable. 
Considerando que estos ambientes hostiles desfavorecen el desarrollo microbiano, pero favorecen 
la aparición de neoepitopes por transformación molecular de estructuras propias, un SI ideal 
debería estar especialmente adaptado para ejercer una inmunovigilancia estricta. Esta vigilancia 
implicaría un autoreconocimiento, con niveles mayores de tolerancia y retardo en la aparición de 
reacciones inmunes. Esto explicaría, en parte, la pobre respuesta inmunológica que presentan 
estas especies ante ciertos encuentros antigénicos y las características de anticomplementariedad 
de los sueros (los Ac podrían estar bloqueando al sistema de complemento para evitar el 
desencadenamiento de la reacción inmune), que fue descripta -por ejemplo- en el estudio de 
seroprevalencia de Ac contra B. abortus en Chile [189], en el que se comprobó una prevalencia de 
este efecto del 12% en una población de 333 alpacas. Asimismo, se sabe que las IgG de 
camélidos activan en menor medida complemento que las equinas [129], completando un 
panorama en el que no solo impiden la función del complemento, sino que además son malas 
activadoras de este sistema. 
 Con lo que un SI capaz de reaccionar efectivamente contra el propio individuo en 
ambientes hostiles –que favorecen el deterioro molecular por intermedio de la oxidación, pero a su 
vez impiden el desarrollo de infecciones microbianas– podría representar una ventaja evolutiva, si 
en ese autorreconocimiento no se desencadenase la reacción autoinmune. Esta relación –
oxidación y generación de neoepitopes y Ac naturales– encuentra respaldo en la bibliografía sobre 
el tema [160, 190], en la cual -además- se ha trazado un paralelo entre los microorganismos 
patógenos y la aparición y persistencia de los receptores de PAMPs, y entre las estructuras 
moleculares oxidadas y la aparición y persistencia de anticuerpos naturales [190]. A su vez, ha 
sido reportado que la ausencia de anticuerpos naturales propicia el desarrollo de enfermedades 
autoinmunes [191, 192, 193]. De esta forma una manera de evitar enfermedades autoinmunes 
permanentes -que se esperaría como consecuencia de la vida en estos ambientes hostiles- es un 
nivel de “autoinmunidad fisiológica” cuantitativa y cualitativamente mayor, como consecuencia de 
la probada presencia tanto de IgM como IgG naturales, que evitarían la degradación y el 
reconocimiento de las estructuras modificadas. 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 En función de la hipótesis de partida y de los objetivos propuestos en el presente trabajo 
de tesis doctoral se arribaron a las siguientes conclusiones centrales: 
1. La serología en camélidos sudamericanos, entendida como el estudio de Ac específicos 
reactivos contra estructuras moleculares de interés sanitario, presenta complicaciones 
relacionadas con la especificidad de sus Ac, en particular, a causa de la polirreactividad.  
2. Estas complicaciones podrían ser parcialmente solucionadas utilizando estrategias 
estadísticas y realizando modificaciones técnicas, permitiendo así que la serología en 
camélidos sudamericanos sea tan útil como lo es para otras especies animales. 
3. La presencia de anticuerpos polirreactivos fue demostrada porque la preadsorción con 
antígenos no relacionados, conduce a una disminución de la señal por ELISA. Esta 
característica de plasticidad en el reconocimiento por parte de los Ac de llama merece más 
investigación.  
4. Los Ac polirreactivos en CS son naturales. Las evidencias a favor de esta idea son: a) que 
estos anticuerpos fueron detectados en prácticamente todos los animales muestreados 
durante este trabajo de tesis; b) que sus características principales, como la ausencia de 
maduración de la afinidad, la polirreactividad y la reactividad frente a blancos fosfolipídicos, 
coinciden con aquellas descriptas en la bibliografía para los anticuerpos naturales. 
5. A diferencia de los Ac naturales descriptos en la bibliografía (de isotipo fundamentalmente M), 
los Ac naturales en CS son de isotipo G y M, es decir, mixto. Es así que parte de los Ac de 
isotipo G en CS, no solo tienen una configuración molecular “no convencional”, si no que 
además se presentan con características fisiológicas “no convencionales”.  
6. Se presentó la oportunidad de explorar esta característica inmunológica “no convencional”, 
que implica la presencia de un sistema de Ac naturales de isotipos “mixto”. Teniendo en 
cuenta las características “convencionales” del isotipo G, como representante exclusivo del SI 
adaptativo, no se puede descartar la existencia de una funcionalidad diferencial de éste 
isotipo en CS, la cual se la asoció con una posible ventaja evolutiva en relación con la 
adaptación a climas hostiles prooxidativos.  
.  
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1) Caracterización de la polirreactividad de los sueros 
 En función de los resultados obtenidos en la presente tesis, se desarrollaron dos 
determinaciones para demostrar la característica de polirreactividad de los Ac de CS.  
1.A) ELISA preadsorción 
 Lo que se evalúa es la influencia de la preincubación con antígenos no relacionados sobre 
la señal desarrollada, si la misma disminuyera, querría decir que es inespecífica. 
1.A.1) ELISA Mycobacterium avium ssp paratuberculosis 
 Se desarrolló el ELISA sensibilizando con PPA de M.a.p de la misma forma que en la 
sección de materiales y métodos se detalla, con el agregado de una paso más de una 
preincubación de 1 hora a Tº ambiente de los sueros (posterior a la preincubación con M. phlei), 
con 1 µg/100 µl de dilución de suero del antígeno de ELISA de A. lwoffii por un lado y por otro con 
3 µg/100 µl de suero del Antígeno de ELISA screening de rabia.  
1.A.2) ELISA A. lwoffii 
 Se desarrolló el ELISA anti A. lwoffii de la misma forma que en la sección de materiales y 
métodos se detalla, con el agregado de un paso más de preincubación de 1 hora a Tº ambiente de 
los sueros, con 2 µg PPA/100 µl de suero por un lado y por otro con 3 µg/100 µl de suero, del 
antígeno de ELISA screening de rabia. 
1.A.3) ELISA rabia 
 Se desarrollo el ELISA anti rabia de la misma forma que en la sección de materiales y 
métodos se detalla, con el agregado de un paso más de preincubación de 1 hora a Tº ambiente de 
los sueros, con 2 µg PPA/100 µl de dilución de suero por un lado y por otro con 1 µg/100 µl de 
dilución del suero, del antígeno de ELISA de A. lwoffii. 
1.B) Variante desnaturalizante de ELISA avidez 
 El protocolo es idéntico al detallado en la sección de Materiales y Métodos, sólo que la 
incubación con urea 8 M se hace sobre el antígeno sensibilizado en la placa, así lo que se busca 
es desnaturalizar al Ag y luego evaluar la señal remanente. Dado que la conformación del 
antígeno se pierde, es muy probable que la señal remanente se deba al reconocimiento de 
epitopes lineales (que no dependen de la conformación), por este motivo para caracterizar esta 
reacción se usó el siguiente parámetro: 
RLR (Reconocimiento Lineal Remanente) = DO con urea *100 
                                                                           DO sin urea 
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2) Estudio de anticuerpos naturales 
2.A) ELISA anti fosfolípidos 
 A partir de estos ensayos lo que se buscó es determinar la presencia de Ac naturales en el 
suero de llamas; para eso se adaptó un ELISA anti fosfolípidos desarrollado originalmente para la 
detección de estos Ac en bovinos [157].  
2.A.1) ELISA anticuerpos totales 
 Se sensibilizaron las placas con 50 µg/ml de los siguientes fosfolípidos: fosfatidilcolina, 
fosfatidiletanolamina y esfingomielina en Etanol 70%, en un volumen final de 100 µl/pocillo durante 
toda la noche a 4ºC. Luego se bloquearon los sitios inespecíficos con 250 µl BSA 2% en TBS, 
durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, se colocaron los sueros en una dilución 1/100 (en BSA 1% 
en TBS), durante 2 horas a 37°C. Por último, se colocaron 100 µl del conjugado anti-llama en 
dilución 1/7000 (en BSA 1% en TBS), durante 2 horas a 37°C. Entre cada paso se lavó la placa 5 
veces con TBS (pH=8). 
2.A.2) ELISA para determinación de isotipos 
 El protocolo es idéntico al anterior, pero luego de la incubación de los sueros de llama, se 
incuba con 100 µl de los AcMo anti isotipo: anti IgG (1/500 en BSA 1% en TBS) y anti IgM (1/1000 
en BSA 1% en TBS) por 2 horas a 37ºC. Posteriormente se reveló con 100 µl del conjugado anti-
ratón en dilución 1/10000 (en BSA 1% en TBS), incubando por 1 hora y media a 37 °C. Entre cada 
paso se lavó la placa 5 veces con TBS (pH=8). 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Sección IX. Resumen
Los camélidos sudamericanos son un grupo de especies de interés ganadera milenaria, 
que durante los últimos años 20 años han recobrado relevancia comercial. No obstante el interés 
creciente en su cría y comercialización, existe un notorio déficit en el conocimiento básico acerca 
de cuestiones sanitarias, y en la disponibilidad de herramientas para el diagnóstico, seguimiento y 
relevamiento sanitario. 
 Para contribuir al desarrollo de estas herramientas y para avanzar sobre el conocimiento 
del estatus sanitario de los camélidos sudamericanos, durante el trabajo de esta tesis doctoral se 
estudió la presencia de anticuerpos reactivos en muestras de suero de camélidos de diferentes 
regiones de Argentina, frente a distintos agentes microbianos que pudieran eventualmente causar 
alguna patología, vinculando estos resultados con los estudios microbiológicos directos 
correspondientes. 
 Para abordar esta problemática, se eligieron microorganismos de relevancia sanitaria 
comprobada, microorganismos reportados en camélidos de otras partes del mundo y patógenos 
no descriptos para estas especies animales. La presencia de anticuerpos reactivos contra 
antígenos derivados de estos microorganismos se estudió por las técnicas de ELISA, Western Blot 
y técnicas derivadas. A su vez se estudió la presencia de los microorganismos por métodos de 
detección directos, que variaron según el microorganismo de interés. 
 También se estudió la respuesta inmunoserológica artificial frente a la vacunación 
antirrábica con tres generaciones de vacunas, y se compararon los resultados de los ensayos 
serológicos desarrollados en esta tesis, con aquellos de una prueba de seroneutralización de la 
capacidad infectiva del virus vivo en ratones, a los efectos de predecir el estado de protección de 
un modo indirecto. En el marco de esta serie de experimentos, se definió la mejor estrategia de 
vacunación para las llamas, y de esta manera se arribó a una estrategia definida y probada de 
inmunoprofilaxis antirrábica.  
 De la combinación de los estudios de prevalencia de anticuerpos, y de los protocolos de 
vacunación experimental, se derivaron las virtudes y los eventuales límites que puede ofrecer el 
análisis serológico de anticuerpos cuando se lo quiere emplear para predecir la exposición 
microbiana, o la respuesta protectora luego de la vacunación. Considerando las particularidades 
del sistema inmune de CS y los requisitos de los reactivos utilizados en ensayos serológicos, fue 
necesario desarrollar tecnologías de inmunodetección de isotipos de Ig de CS, así como también 
fue necesaria la adaptación de distintos protocolos de trabajo originalmente descriptos para otras 
especies. Por su parte, las tecnologías desarrolladas permitieron caracterizar las respuestas 
inmunes en términos de los isotipos de Ig de respuesta, lo que permite hacer contribuciones 
sustantivas al conocimiento inmunobiológico básico de la especie. 
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